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RESUMEN

Algunas de las drogas utilizadas en el tratamiento de enfermedades como el Chagas y algunos tipos
de cdncer son capaces de producir radicales libres, los cuales en presencia de un ambiente aerébico
generan mediante un reciclaje redox especies oxigenadas activas, que son sustancias altamente
reactivas. Un exceso de radicales libres (estrés oxidativo) puede generar un dafio celular importante
siempre y cuando éste no logre ser prevenido y/o reparado por los mecanismos de defensa presentes
en el organismo. Una técnica fundamental a este respecto es la espectroscopia de Resonancia del
Espin Electrénico (RPE) que entrega en forma directa una gran informacién acerca de especies
radicalarias. Conjuntamente, el uso de la técnica de Spin Trapping permite el estudio de Ias especies
reactivas de oxigeno (ERO), generadas durante la metabolizacion de estas drogas. En este proyecto
se estudid electroquimicamente y por espectroscopia RPE la capacidad generadora de radicales
libres de una serie derivados de di-N-6xidos y nitrofuranos sintetizados como potenciales agentes
anticancerigenos y antiparasitarios. Dicho estudio mostrd que estos compuestos tienen la capacidad
de generar radicales libres electroquimicamente, fotoquimicamente y biolégicamente en medios
parasitarios y mamiferos. Ademds, en presencia de oxigeno los radicales generados fueron capaces
de producir ERO. Por otra parte, el estudio de la reactividad de estas drogas frente a radicales
centrados en oxigeno y en nitrégeno, entregd informacidn sobre el efecto de los sustituyentes sobre
la reactividad y estabilidad de estas especies. Finalmente se realizé un estudio teérico que revelé
a partir de andlisis confomacionales y cdlculos de propiedades electrénicas la existencia de dos

conformaciones posibles segtin el largo de 1a cadena lateral de las moléculas, 1as cuales tienen una

incidencia directa en Ia reactividad y estabilidad de los compuestos y sus radicales.




SUMMARY

Some of the drugs used in the treatment of diseases such as Chagas’ disease and some types of
cancer are able to generate free radicals, which in an aerobic environment generate through a redox
cycling phenomenon, highly reactive oxygen species. An excess of free radicals (known as oxida-
tive stress) can produce an important cellular damage as long as it is not prevented or repaired by
defence mechanisms available in the organism. A fundamental technique in this matter is Electron
Spin Resonance spectroscopy (ESR) delivers in a direct way a large information regarding radical
species. Along with it, the use of the Spin Trapping technique allows the study of reactive oxygen
species generated during the biologycal methabolism of the drugs. This project studied the capacity
for free radical generation, electrochemically and by ESR spectroscopy, of a new series of di-N-
oxide derivatives synthetized as potential anticarcinogenic and antiparasitic compounds. This study
showed these compounds were able to generate radical species electrochemically, photochemically
and biologically, in parasitic and mammal media. Furthermore, in presence of oxygen the generated
radicals were able to produce reactive oxygen species (ROS) On the other hand, the study of the
reactivity of these drugs against oxygen and nitrogen centered radicals, revealed important infor-
mation regarding the effect of the substituents on the reactivity and the stability of these species.
Finally a theoretical study was performed that revealed, from conformational analysis and electro-
nic properties calculations, the existence of two possible conformations depending on the lenght
of the side chain of the molecules, which have a direct incidence on the reactivity ans stability of

these compounds and their radicals.
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Capitulo 1

INTRODUCCION

1.1. Los Radicales Libres

Hoy en dia estd demostrada la presencia de los radicales libres de oxigeno en numerosos pro-
cesos metabélicos relevantes y se sabe que son los principales responsables de la toxicidad del
oxigeno en los seres vivos, participando en la patogénesis de distintas enfermedades y en nu-
merosas situaciones de estrés. Se conoce como radicales libres a las entidades moleculares (4to-
mos, moléculas o iones) que poseen un electrén desapareado. Esto los hace generalmente inesta-
bles, extraordinariamente reactivos y de vida efimera, con una enorme capacidad para combinarse
inespecificamente en la mayorfa de los casos, con la diversidad de moléculas integrantes de estruc-
tura celular: carbohidratos, lipidos, proteinas, dcidos nucleicos y derivados de cada uno de ellos.
Dependiendo de en qué orbital se encuentra mds estable el electrén desapareado, es que se describe
a los radicales como centrados en oxigeno, nitrégeno, catbono, etc. ! La mayorfa de los organismos
aerdbicos, como los mamiferos por ejemplo, sobreviven a 1a accién de las especies reactivas gene-
radas a partir del oxigeno gracias a que poseen un sistema de proteccién compuesto principalmente
por antioxidantes y enzimas que metabolizan estas especies reactivas, apagdndolas y generando a

su vez otras especies mds estables,

1La International Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC) usa actualmente el término “radical” al referirse
a los radicales libres, el cual antiguamente se usaba para designar un grupo substituyente enlazado a una entidad
molecular.
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1.1.1. Especies Reactivas de Oxigeno

Habitualmente, el oxigeno se encuentra en su forma més estable (O3), con los electrones que
forman el enlace (p) antienlazante con el mismo espin, es decir, en lo gue se conoce como estado
triplete. De esta manera el oxfgeno es poco reactivo con una velocidad de reaccién baja a tempera-
tura fisiolégica; sin embargo ya sea por reacciones puramente quimicas, por acciones enziméticas
o por el efecto de radiaciones ionizantes, el oxigeno puede producir una serie de especies quimicas

prooxidantes denominadas especies reactivas de oxigeno (ERQ),

Estrés Oxidativo

La generacién de radicales libres y de otras ERO constituye un evento fisiolégico continuo
cumpliendo mediante su generacién con funciones bioldgicas fundamentales. Sin embargo, su pro-
duccidén excesiva relativa a su velocidad de remocién puede conducir a diversas formas de dafio
celular, al reaccionar con protefnas, membranas lipidicas o dcidos nucléicos. Por lo anteriormente
expuesto se comprende que si bien el oxigeno es imprescindible para el metabolismo y las fun-
ciones de un organismo aerdbico, no se deben olvidar los muchos efectos téxicos que posee [1].
Se estima que el 95 % del O, mitocondrial es utilizado en Ia cadena respiratoria mitocondrial. Por
este mecanismo se realiza el transporte de electrones desde un sustrato orgénico hasta un aceptor
electronico: el O, molecular. Este O; se reduce de esta manera, hasta llegar a agua como produc-
to final. El porcentaje restante sigue una serie de reducciones monoelectrénicas con formacién de
productos de reduccidn parcial: las ERO.

Cuando el oxigeno molecular acepta un electrén proveniente de un agente reductor, el producto

primario generado es un radical libre con carga negativa y capaz de oxidar moléculas orgénicas,
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llamado ani6n superéxido (O ™). La adici6n de otro electrén conduce a la formacién del peréxido
de hidrégeno (H202). En esta molécula, que no es un radical libre, la unién entre ambos oxigenos
es muy débil lo que le confiere una reactividad considerablemente alta. Asf, el HO; se descompone
facilmente y luego de ganar otro electr6n genera el radical hidroxilo (*OH), unc de los radicales
libres mds reactivos que existen. Tiene la capacidad de reaccionar con casi todas las moléculas
biol6gicas con constantes de velocidad del orden de 10°-101° M~15~1, Su formacién a partir de
02~ y H20; ocurre a través de las reacciones de Fenton (1.1) y Haber-Weiss (1.2) y (1.3) las que
requieren trazas de metales de transicién como catalizadores. Cabe destacar que ademds del hierro
otros metales pueden participar en estas reacciones de transferencia electrénica, regenerdndose y

actuando de forma ciclica [2, 31.

Fe*t + H,0, — FEt + OH™ + OH: (1.1)

OH' +H;02 — H)0+ 05 +H' (1.2)
- Fet . _

05~ +H,0, = 0, +OH" +OH (1.3)

Finalmente, la incorporacién de un cuarto electrén conduce a la formacién de agua.
Una cuarta especie activada de oxigeno, el oxigeno singulete (103) es reconocida como posible
contribuidor al estrés oxidativo en sistemas vivos. El 10, es un estado de alta energia del O,
en el cual sus dos electrones desapareados se encuentran con espines opuestos, aumentando en
alrededor de 1 eV su energfa respecto de su estado triplete basal y siendo asi capaz de oxidar

algunas moléculas bioldégicas, incluyendo moléculas lipidicas u olefinicas [4].
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Si bien las ERO han sido implicadas como especies subyacentes al desarrollo de diversas condi-
ciones patoldgicas como envejecimiento, ateroesclerosis, enfermedades cardiovasculares, céncer,
cataratas, cuadros inflamatorios crénicos, etc [5, 6, 7], recientemente estas especies han sido re-
conocidas también como importantes mediadores de una serie de eventos de naturaleza fisiolGgica.
El hecho de que las ERO conduzcan a un dafio celular, o que sus acciones se limiten a servir como
sefiales biolégicas, dependerd en parte de su naturaleza, de los mecanismos y sitios de su genera-
ci6n, y de los sustratos bjoldgicos sobre los que actiian. No obstante, el mayor determinante de que
las ERO tengan o no un caricter deletéreo estd dado por el balance entre 12 velocidad a la cual estas
especies son generadas y aquella a ]a cual son removidas por los mecanismos antioxidantes. En
consecuencia, si no se neutralizan adecnadamente los radicales pueden dafiar las celulas por tres

mecanismos bésicos [8]:

1. Peroxidacién Lipidica de las membranas: Los enlaces dobles de la membrana poliinsa-
turada son vulnerables al ataque de radicales centrados en oxigeno generando una cadena

radicalaria que conduce a una disminucion de la fluidez de la membrana.

2. Fragmentacién del ADN: Los radicales libres reaccionan con el ADN oxidando el esqueleto
aziicar-fosfato y las bases nitrogenadas para producir rupturas en las hebras, intercambio de

crométides hermanas y entrecruzamientos de ADN y proteina.

3. Enlaces cruzados en protefnas: Los radicales libres promueven el cruce de enlaces en pro-
teinas con grupos tiol, resultando en un aumento de la degradacién de la proteina o en la

pérdida de su actividad.
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1.1.2. Mecanismos Antioxidantes

Afortunadamente para nosotros, la mayorfa de los organismos aerébicos tienen la capacidad
de neutralizar a las ERO generadas y prevenir y/o contrarrestar la generacién de estrés oxidati-
vo, romper la cadena de propagacién oxidativa y reparar el daiio oxidativo celular. Existen varios

mecanismos por los que se pueden apagar o neutralizar los diferentes radicales libres.

e Decaimiento espontdneo

Oy +05 +2HY - H,0,+0; (1.4)
e Accién de la enzima Superdxidodismutasa (SOD)

205" +2H* 28 1,0, + 0, (1.5)

o Accién del glutatién mediada por la Glutation Reductasa-Glutatién Peroxidasa (GR-GPx)

GSSG+NADPH +H* % 20GsH + NADP (1.6)
2GSH + Ho02 &85 GSSG+2H,0 (1.7)

e Accion de la enzima Catalasa

26,0, <% 0y + Hr0 (1.8)
e Antioxidantes endégenos y exdgenos (Vitaminas E, A, Cy B-caroteno)

Lo que ocurre a nivel molecular es que una vez generado, sea cual sea Ia causa, el radical Oy~

experimenta una dismutaci6n espontdnea de segundo orden generando una molécula de H,O; y una
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de O7 (1.4). Esta reaccién es relativamente lenta a pH 7.4, alcanzando una constante de velocidad
de segundo orden de 10%5. Sin embargo, este radical presenta una mayor reactividad cuando su
forma mds comin en medios bioldgicos (HO;") abstrae un hidr6geno alilico de un lfpido, donde
la reaccién de segundo orden presenta una constante de velocidad que excede 107. Puesto que
la dismutacién esponténea no es lo suficientemente ripida £)ara eliminar el radical superéxido,
la naturaleza evolucion6 para que los organismos pudieran deshacerse de esta especie altamente

reactiva. La superéxido dismutasa (SOD) es la enzima que cataliza la reaccién (1.5) para que ocurra

a una velocidad tal (<10%) de prevenir reacciones paralelas con otras moléculas esenciales [4].

NH: o]

NH: o
T(S)Z GSSG

NH [0}

HO. N o

u/\(

e} ] OH

SH
GSH

Figura 1.1: Tripanotién T(8);, Glutatién Oxidado (GSSG) y Glutatién Reducido (GSH)

Sin embargo, debido a la accién de esta enzima, el peréxido de hidrégeno se convierte en un
residuo del metabolismo celular de muchos organismos vivos, y dada su toxicidad es necesaria su

transformacién en compuestos menos peligrosos. Para ello existe la enzima catalasa que cataliza su
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descomposicién en agua y oxigeno (1.8). Existe otro grupo de enzimas que catalizan la desaparicion
del peréxido de hidrégeno. La Glutation Reductasa (GR) (1.6) es una flavoenzima dependiente de
NADPH que cataliza Ia reduccién del glutatién oxidado (GSSG) a glutati6én reducido (GSH) (Fig.
1.1) el cual serd utilizado por la Glutatién Peroxidasa (GPx) para la reduccién del peréxido de
hidrégeno y de lipoperéxidos (1.7). Esta enzima se encuentra en todos los organismos aerébicos
asi como en algunas plantas superiores, por lo que aparenta ser una enzima cuasi universal. De no
ocurrir estas reacciones, o si HoO; se encuentra en concentraciones demasiado altas, cantidades
traza de ion ferroso pueden catalizar la reaccién de Fenton (1.1) para producir radical hidroxilo [4].

Por otra parte, el sistema de defensa antioxidante no enzimatico estd constituido por un grupo
de sustancias que al estar presentes en concentraciones bajas con respecto al sustrato oxidable,
retrasan o previenen significativamente la oxidacién de este. Como sustrato oxidable se pueden
considerar casi todas las moléculas orgénicas o inorgdnicas que se encuentran en las células vivas,
como protefnas, lipidos, hidratos de carbono o 4cidos nucléicos. Los antioxidantes impiden que
otras moléculas reaccionen con las ERO, al interactuar mds rdpido con ellas que con el resto de las
moléculas presentes, ya sea dentro o fuera de las células. La acci6n del antioxidante es de sacrificio
de su propia integridad molecular para evitar alteraciones de moléculas funcionalmente vitales o
mds importantes. Asi actian “apagando™ radicales libres, con el objetivo de mantener el equilibrio
prooxidante/antioxidante a favor de estos \iltimos. Ente los antioxidantes mds comunes se encuen-
tran el 4cido ascérbico (vitamina C), el o-tocopherol (vitamina E) y el B-caroteno. No son especies
reciclables por lo que su reposicién debe ser continua; he ahi la importancia de obtenerlos mediante

la ingesta de nutrientes que los contienen.
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1.2. Radicales Libres Combatiendo Enfermedades Parasitarias

Las enfermedades parasitarias en 4dreas tropicales y subtropicales constituyen un problema sa-
nitario y econémico. Teniendo en cuenta el progreso de la humanidad a finales del siglo XX, las
enfermedades parasitarias son sinénimo de un nivel socioeconémico bajo. La enfermedad de Cha-
gas, por ejemplo, estd localizada en América Latina. Se calcula que 16-18 millones de personas
estdn infectadas por Trypanosoma cruzi, el pardsito causante de esta enfermedad que puede con-
ducir a lesiones cardiacas incurables y 100 millones més estd en riesgo de infeccidn. Esta infeccién
es transmitida por un insecto triatomino que se aloja en viviendas de zonas rurales y periurbanas
pobres (Triatoma Infestans, mas conocido como vinchuca). [9]. La Malaria, por otro lado, afecta a

los paises situados entre las lineas del Ecuador y el Trépico de Capricornio.

1.2.1. Mecanismos de Defensa de los Parasitos

En general los microorganismos causantes de las enfermedades parasitarias poseen un sis-
tema de defensa al ataque oxidativo carente de algunas protefnas, enzimas o antioxidantes que
s{ se encuentran presentes en organismos més evolucionados. Los Tripanosomdtidos por ejem-
plo poseen un sistema redox basado en el tripanoti6n, un tiol de baja masa molecular {N1,N§-
bis(glutationil)espermidina) (Fig. 1.1), y la tripanotién reductasa (TryR). Sin embargo enzimas
como la catalasa y la glutatién peroxidasa no se encuentran en el organismo de los tripanosomati-
dos, y la superdxido dismutasa est4 presente en concentraciones muy pequefias [10].

Se ha comprobado que la TryR, posee propiedades fisicas y quimicas similares a la GR humana.
De hecho, ambas enzimas parecen reducir sus sustratos mediante el mismo mecanismo catalitico,

diferiendo en la especificidad de sus respectivos sustratos: el glutatién no es un sustrato o inhibidor
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de la TryR, y de la misma manera, el tripanotién no es un sustrato de Ia GR [11]. Estd comprobado
que la especificidad mostrada por TryR se debe en gran parte a una regién de enlace de la porcién
espermidinica del tripanotién en el sitio activo de la enzima. Sin embargo, la TryR manifiesta una
alta actividad catalitica con varios andlogos al tripanotién en los que la porcién espermidinica es
remplazada por cademas laterales alifaticas que posean un grupo amino basico. La carencia de un
sitio enlazante equivalente al de Ia TryR en la GR explicaria la ausencia total de actividad cuando
la forma disulfida de la glutatién amida es probada con esta enzima. Los grupos glicil-carboxilatos
(el glutatién es un péptido compuesto por tres aminodcidos: 4cido glutdmico, cisteina y glicina) del
glutatién son los de importancia para su enlace con la GR [12]. Algo parecido ocurre en otras en-
fermedades parasitarias. Los pardsitos de malaria (Plasmodium) estdn equipados, para mantener el
equilibrio redox, de una gama de antioxidantes de bajo peso molecular (Glutatién entre otros) y de
enzimas antioxidantes. Entre estas tiltimas se encuentran proteinas dependientes del glutation y de
la tiorredoxina, asf como la superéxido dismutasa. Notablemente, los Plasmodium también carecen
de catalasa y glutatién peroxidasa [13]. Con estos antecedentes el supuesto de que compuestos ge-
neradores de radicales libres altamente reactivos tipo ERO es una buena alternativa para combatir
enfermedades parasitarias viene cobrando fuerza hace varias décadas. En efecto la quimioterapia
contra €l Mal del Chagas usada hasta hoy en dia consiste en la administracién de dos farmacos,
Nifurtimox (Bayer, actualmente descontinuado) y Benznidazol (Roche), ambos con una actividad

via Ia formacién de especies radicalarias comprobada.

1.2.2. Fotosensibilizacion

Otro tipo de mecanismo de gran interés farmacoldgico es el de fotosensibilizacién inducida por

drogas. La interaccién de la radiacién electromagnética con la materia involucra un gran numero
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Figura 1.2: Nifurtimox (Nfx) y Benznidazol (Benz)

de procesos, entre otros, fotofisicos y fotoquimicos. Las reacciones que involucran la radiacién
UV/Vis y los sistemas biolégicos son particularmente interesantes por su amplia gama de aplica-
ciones, entre ellas el fenémeno de fotosensibilizacién. La fotosensibilizacién requiere la presencia
en el medio bioldgico de ciertas sustancias llamadas fotosensibilizadores, compuestos con reque-
rimientos estructurales tales que permitan la induccién de una fototoxicidad al ser irradiados, me-
diante la subsecuente descomposicién fotoqufimica para formar productos estables, radicales libres
y/o oxigeno singulete [14]. La reaccién de fotosensibilizacién comienza con la absorcién de la ra-
diacién por parte del fotosensibilizador, el cual se excita electrénicamente. Los caminos fototéxicos

posibles som:

I La transferencia de un electrén o un protén que puede conducir a la formacién de especies

radicalarias que produzcan un ataque directo sobre las biomoléculas o, en presencia de oxigeno,
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que generen ERO produciendo asi el dafio oxidativo en dcidos nucléicos y otras biomoléculas.

Este tipo de procesos es conocido como reacciones del Tipo 1.

IT La transferencia de energia desde el estado excitado triplete del fotosensibilizador al oxigeno
presente {en condiciones aer6bicas) produciendo €l estado excitado singulete del oxigeno, el
cual puede participar en la oxidacién lipfdica y proteinica de las membranas o reaccionar con

dcidos nucléicos. Estas reacciones son conocidas como del Tipo II.

11 La generacién de un enlace covalente entre el fotosensibilizador y una macromolécula en par-

ticular induciendo igualmente el dafio celular.

IV La descomposicion del fotosensibilizador (probablemente mediante procesos homoliticos) re-

sultando en fotoproductos que pueden actuar como toxinas o nuevos fotosensibilizadores.

La fotosensibilizacién es utilizada en el tratamiento de diversas enfermedades, incluido el
céncer, por su capacidad de localizar la generacién de especies radicalarias, en las cercanias de

un tumor por ejemplo.

1.2.3. Moléculas Generadoras de Radicales Libres

La investigacion acerca de los radicales libres durante las dltimas tres décadas ha permitido
una mejor comprensién de la produccién de radicales fisiolégica e inducida por drogas en sistemas
biolégicos, como el de los pardsitos. Se conoce que las drogas usadas en el tratamiento de estas
enfermedades actian mediante una variedad de mecanismos, sin embargo, las familias més estu-
diadas y las que dan aparentemente mejores resuitados antiparasitarios son aquellas que involucran

la generacion de radicales libres en su mecanismo de accién [15, 16].
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Existe una gran variedad de compuestos que son capaces de generar radicales libres. El requisito
es que sean moléculas con un grupo electroquimicamente activo, que se pueda reducir u oxidar
mediante la transferencia de un solo electrén. Ademds los radicales libres deben ser fAciles de
generar, esto es, que el valor absoluto de los potenciales de reduccién de estas moléculas sean més
bajos que los potenciales de las enzimas reductoras a quienes adjudicamos la labor de generar los
radicales libres [17].

Varios tipos de compuestos pertenecientes a familias como nitroderivados y N-6xidos, entre mu-
chos otros, cumplen con los requisitos necesarios para generar radicales libres y/o ERO en medios

bioldgicos, ya sea en presencia de oxigeno o en su ausencia {18].

NITROCOMPUESTOS

Los nitrocompuestos son moléculas estudiadas que poseen un grupo nitro en su estructura el
cual es capaz de reducirse generando una variedad de intermediarios dependiendo del medio en que
ocurra la reduccién y de si se encuentra en presencia de oxigeno. En medio aprético y en ausencia
de oxigeno, ¢l comportamiento tipico de reduccién de un nitrocompuesto genera dos peaks corres-
pondientes a las cuplas (R-NO,/R-NOy ) para el primero donde apreciamos la generacién de un
radical libre y (R-NO~/R-NHOH) para el segundo [19]. En un medio prético el comportamiento
varia un poco, generdndose, por un lado, el paso del radical anién (R-NO;-~) a Ia hidroxilamina
(R-NHOH) en dos etapas en lugar de una, y por otro lado produciéndose una cuarta reduccién que
conduce ¢l paso de la hidroxilamina a la amina (R-NHj3). Por otro lado, bajo condiciones aerébicas,
el radical nitro (R-NO;-~) formado puede ser re-oxidado para regenerar el compuesto nitro original,

y producir radical superéxido, provocando el ciclo generador de ERO mencionado anteriormente
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[20]. Podemos observar ilustradas todas estas reacciones en el esquema 1.

La generacién del radical aniénico RNO; ™ siguiendo el mecanismo aer6bico representado en el
esquema 1, cuando el Nifurtimox es agregado a microsomas de T. cruzi, ha sido caracterizada ante-
riormente por espectroscopia de Resonancia Paramagnética de Espin (RPE) asf como su interaccién
con oxigeno generadora de ERO [17, 21]. Particularmente, los nitrofuranos son drogas sintéticas
derivadas del furano, al que el agregado de un grupo nitro en la posicién 5 del anillo heterociclico

le confiere propiedades antibacterianas,
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Medio anaerdbico aprotico

R—NOy+e  —R—NO;

R—NOj; +3¢” +4H* — R—NHOH + H0

Medio anaerdbico protico

R—NO;+e —R—-NOy

R—NO; +e” +2H — RNO+H,0

RNO+2¢e +2HY - R—NHOH

R—NHOH +2¢~ +2H' — RNHy +H,0

Medio aerdbico

R—NO; +0; —-R—~NO2+ 05

Esquema 1: Mecanismo general de reduccién de nitrocompuestos
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La activacidn reductiva biolégica presenta una forma elegante de orientacién de drogas hacia
células con un contenido limitado de oxigeno. Los compuestos con aplicacién clinica mds exten-
siva en este campo son los derivados nitroarométicos que han sido empleados en el tratamiento
de infecciones anaerdbicas y en el tratamiento de algunos tipos de cdncer como citotoxinas de
células hipéxicas y como sensibilizadores de radiacién [22]. Si bien este tipo de compuestos es
usado también en la quimioterapia para el tratamiento del Mal del Chagas, éstos han mostrado re-
sultados insatisfactorios. Nitrofuranos como el Nifurtimox y nitroimidazoles como el Benznidazol
(Fig. 1.2) han sido usados en casos agudos de esta parasitosis, pero su eficacia varfa dependiendo
del drea geografica, probablemente como consecuencia de la variedad de cepas de T. cruzi exis-
tentes [23]. Ademds ambas drogas producen efectos secundarios serios, que conducen a una varie-
dad de fisiopatias incluyendo anorexia, vémitos, polineuropatia periférica, y dermopatfa alérgica
[24], probablemente como consecuencia del dafio oxidativo producido en los tejidos del huésped.

Ademds, no entregan un tratamiento efectivo para la fase crénica de esta enfermedad [23].

N-OXIDOS

Varias familias de N-6xidos heterociclicos han sido estudiadas hasta la fecha como agentes an-
titurnorales. El mds prominente de estos compuestos es el 3-amino-1,2,4-benzotriazina 1,4-diéxido
(Tirapazamina, Fig. 1.3) [25]. La tirapazamina es un agente biorreducible selectivo para células
hipéxicas [26]. Las células hipéxicas son células que reciben una cantidad de oxigeno menor a
Ia habitual debido a que la proliferacién de Ias células tumorales es m4s rdpida que la formacién
de nuevos vasos sanguineos. Estas células hipéxicas son resistentes tanto a la radioterapia como

a la quimioterapia. Como en hipoxia se ven favorecidas las reacciones de reduccién, una estrate-
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gia pensada para atacar selectivamente dichas células es el disefio de profsrmacos que se activen
precisamente por mecanismos de reduccién y que por lo tanto sean mds téxicos para las células
hipéxicas. Este tipo de medicamentos son denominados con el nombre genérico de agentes biorre-
ducibles. La Tirapazamina es uno de ellos y son eficaces (o pretenden serlo) al ser utilizados en
combinaci6én con radioterapia o con otro tratamiento concomitante. La actividad antitumoral de
la Tirapazamina se atribuye a su capacidad de dafiar las moléculas de ADN. Especificamente el
crédito se da a la generacién de un radical libre, el cual es formado enziméticamente, por via de
la reduccién monoelectrénica de la Tirapazamina. En presencia de oxigeno, el radical se reoxida
espontdneamente al compuesto original. Sin embargo, en células débilmente oxigenadas, esta re-
oxidacién estd bastante limitada, permitiendo al radical libre reaccionar y dafiar componentes de 1a
célula, incluyendo los 4cidos nucléicos del ADN o el ARN [27]. Por otro lado, y a pesar de que es
mas conocida la citoxicidad de este compuesto hacia células tumorales en condiciones hipéxicas
que 6xicas, también es capaz de generar toxicidad aerdbica, a través de las conocidas ERO, al reac-
cionar el radical con el oxigeno reoxiddndose y generando superéxido por la reduccién del oxigeno

[28].

[
)
(I
/k
N NHz
}

Figura 1.3: Tirapazamina
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Por otro lado, se ha encontrado que algunos N-6xidos que contienen heterociclos muestran una
actividad antitripanosomicida excelente. Su proceso bioreductivo y sus consecuencias biolégicas
son considerados como etapas cruciales en el mecanismo de accidn, lo que convierte a estas fami-

lias de compuestos en muy buenos farmacéforos [18, 29, 30, 31, 32, 33].

En este trabajo que comprende un estudio experimental y teérico de dos familias de com-
puestos, se eligié por un lado una familia de N-6xidos provistos de sustituyentes con diferentes
carécten’siticas electron dadoras/aceptoras. Lo propio se hizo con la otra famila de compuestos, los
nitrofuranos, agregando la variable del largo de cadena, que puede influenciar en los cambios de

conformacion.

1.3. Hipdtesis

De acuerdo a los antecedentes expuestos, este proyecto plantea las siguientes hipétesis:

En primer lugar se postula que los compuestos pertenecientes a las familias de nitrofuranos de
tiosemicarbazidas y di-N-6xidos de fenazinas (Fig. 1.4) que se estudiardn serfan eficientes genera-

dores de radicales libres.

En segundo lugar las cadenas laterales y los sustituyentes enlazados al esqueleto de estos com-
puestos proporcionarian a los intermediarios radicalarios generados variabilidad en los potenciales

de reduccion, en su estabilidad y en su capacidad de generar especies reactivas de oxigeno (ERO).
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A / \ )J\ NSL:n=0 R=CyH;s
N N5Z:n=1 R=C;H;

i TN NS3:n=0 R=CsHj

NS4:n=1 R=CsHg
NS5:n=0 R=CH;
NS6:n=1 R=CH;

NS7:n=0 R=H
NS6:n=1 R=H

o]
J; MLI4:R=CH; X=NH,
- ML15:R=CH; X=0OH
MLI&:R=Cl X=NIH,
B P ML19:R=Cl X=0H
N X ML44:R=H X=NH;
I MIAS:R=H X=0H
.\ MLOL: R=NO, X=NH,

Figura 1.4: Derivados de 5-nitrofuril tiosemicarbazonas (A) y di-N-6xidos de fenazina
B)

1.4. Objetivos de la Tesis

1.4.1. Objetivos Generales

Este proyecto tuvo como objeto evaluar la capacidad de dos familias de compuestos, nitrofu-
ranos de tiosemicarbazonas y di-N-6xidos de fenazinas, de generar radicales libres electroquimi-
camente, fotoquimicamente y en medios biol6gicos, y caracterizar sus intermediarios radicalarios
mediante espectroscopia de Resonancia Paramagnética de Espin (RPE). Por otro lado se pretendié
evaluar la reactividad de estas familias frente a especies radicalarias centradas en diferentes d4tomos,
que podrian estar presentes en medios biolégicos, como las ERQO. Finalmente, se correlacionaron
los datos obtenidos experimentalmente con propiedades calculadas teGricamente como apoyo para

explicar los comportamientos observados.
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1.4.2. Objetivos Especificos

Objetivo 1. Analizar electroquimicamente los mecanismos de reduccién de familias de nitrofura-
nos y di-N-6xidos, utilizando la técnica Voltametria Ciclica (VC) en dimetilsulf6xido (DM-
SO). Obtener y caracterizar las especies radicalarias generadas electroquimicamente median-

te espectroscopia de Resonancia Paramagnética de Espin (RPE).

Objetivo 2. Estudiar la reactividad de las formas neutras de los compuestos frente a radicales
super6xido, hidroxilo y DPPH por Spin Trapping. Determinar las constantes de decaimiento

de sus radicales.

Objetivo 3. Detectar y caracterizar los radicales libres generados en medios microsomales mamf-

feros y parasitarios utilizando DMPO como atrapador de radicales.

Objetivo 4. Analizar Ia reactividad de estos compuestos activados fotoquimicamente frente a “spin

probes™, como derivados del TEMPQO, asf como su capacidad fotosensibilizadora.

Objetivo 5. Obtener las constantes de acoplamiento hiperfino a través de métodos de célculo que
usan la Teoria de Funcionales de la Densidad (DFT). Realizar un estudio conformacional (ni-
trofuranos) de la estructura electrénica de las moléculas neutras y sus correspondientes for-
mas radicalarias utilizando metodologias DFT. Correlacionar propiedades electrénicas calcu-
ladas mediante esta metodologia con los potenciales de reduccién experimentales. Realizar

superficies de energia potencial de dngunlos diedros.
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MATERIALES Y METODOS

NOTA: usaremos el término RNOx de ahora en adelante cuando nos refiramos a los

nitrofuranos (x = 2} y N-6xidos ( x = 1) en estudio.

2.1. Reactivos

Los reactivos 5,5-dimetil-1-pirrolina-N-6xido (DMPQ), perclorato de tetrabutilamonio (TBAP),
3-(Carboxi)-2,2,5,5 tetrametil-1-pirrolidiniloxi (3-carboxi-proxil), radical 2,2-di(4-tert-octilfenil)-
1-picrithidrazil (DPPH) y dimetilsulféxido (grado espectroscdpico, DMSO) fueron adquiridos a
través de Sigma-Aldrich.

La sal sulfato ferroso aménico hexahidratado (sal de Mohr, Fe(NH4)2(S04)2.6H;0) y el acetoni-
trilo (ACN) fueron obtenidos de J.T. Baker. La dimetiformamida (DMF), el terbutéxido de potasio
(KOtert)y el per6xido de hidrégeno (HO;) fueron provistos por Merck.

Los nitrofuranos de tiosemicarbazonas mostrados en la figura (1.4) fueron sintetizados por esta
candidata de acuerdo a los métodos de sintesis descritos por G. Aguirre y col. [53] en el laboratorio
del Dr. Hugo Cerecetto, Departamento de Quimica Orgénica, Facultad de Ciencias, Universidad de
Ja Republica, Montevideo, Uruguay. Los di-N-6xidos de fenazina (Fig. 1.4) fueron sintetizados por

el grupo del Dr. Cerecetto [54].

28
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2.2. Técnicas Usadas

2.2.1. Voeltametria Ciclica (VC)

La voltametria ciclica es Ia técnica mds usada para obtener informaci6n cualitativa acerca de
sistemas que involucran reacciones electroquimicas. La importancia de esta técnica resulta de su
capacidad de proveer informacién sobre la termodindmica de procesos redox, Ia cinética de reac-
ciones de transferencia electrénica heterogéneas, posibles reacciones quimicas acopladas o pro-
cesos de adsorcion. Ademds ofrece la determinacién rdpida de los potenciales redox de especies
electroactivas, y la evaluacidn del efecto del medio sobre los procesos redox. La voltametria ciclica
consiste en el barrido lineal del potencial de un electrodo de trabajo estacionario en una direccién
hasta alcanzar un potencial determinado, seguido del posterior barrido en la direccién contraria,
en una solucion sin agitacion. Este ciclo puede realizarse varias veces si es requerido. Durante el
barrido del potencial, el potenciostato del equipo mide Ia corriente resultante al potencial aplicado.
El grafico resultante, como lo muestra la figura 2.1, de la corriente (i) en funcién del potencial (E)
se conoce como voltamograma ciclico.

En esta figura se observa como a medida que el potencial aplicado se acerca al potencial carac-
terfstico del proceso redox (E°), la corriente catddica empieza a aumentar, hasta que se alcanza el
peak catbdico, de potencial Epc. Tras atravesar la regién de potenciales en la que ocurre el proceso
de reduccién (90 mV aproximadamente), la direccién del barrido se revierte. Durante el barrido
de regreso, las moléculas generadas en la mitad anterior del ciclo y acumuladas alrededor de la

superficie del electrodo, son reoxidadas de vuelta a Ia molécula original, resultando en Ia aparicién
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(iph),

Epa Epc

Figura 2.1: Ejemplo de un voltamograma ciclico y sus parémetros

del peak anddico [34].

Los principales pardmetros que se pueden obtener de un voltamograma ciclico son los poten-
ciales de peak Epc y Epa, la diferencia entre los potenciales AE y el cociente entre Ias corrientes
anddica y catédica (ipa/ipc). Estos tiltimos son indices de la reversibilidad de 1a transferencia elec-
troquimica. R. S. Nicholson estableci6 en 1966 una manera de calcular el cociente ipa/ipc refiriendo
las corrientes al eje de valor cero, haciéndolas independientes de Ia linea base [35]. Ello se logra
introduciendo las corrientes obtenidas de la figura 2.1, en la ecnacién (2.1). Todas las corrientes

son tomadas como valor absoluto.

ipa _ (ipa)o , (0.485)(ipA)o
ipc  (ipclo (irc)o

+0,086 @.1)




CAPITULO 2. MATERIALES Y METODOS 31

2.2.2. Resonancia Paramagnética de Espin (RPE)

La espectroscopia de Resonancia Paramagnética de Espin (RPE) es una técnica que permite la
deteccidén y cuantificacién de especies paramagnéticas, o sea, compuestos con electrones desaparea-
dos, entre los que se encuentran los radicales libres. Esta técnica puede ser usada para investigar
concentraciones de radical muy bajas, mientras éstas sean lo suficientemente estables para que su
presencia sea detectada. La espectroscopia RPE involucra el desdoblamiento inducido magnética-
mente de estados de espin electrénicos. En esta espectroscopia la muestra es inmersa en un fuerte
campo magnético y es expuesta a una radiacién de frecuencia en el orden de las microondas (9,8
GHz, banda X).

La muestra absorbe la energia irradiada cuando la frecuencia de radiacién coincide con la dife-
rencia de energfa entre los dos estados energéticos desdoblados por el campo magnético aplica-
do, siempre y cuando esta transicién satisfaga las reglas de seleccién correspondientes. El des-
doblamiento ocurre solamente cuando el electrén se encuentra en un estado con momento angular
total diferente de cero. Esto significa que los electrones en dtomos con estructura de capa cerrada
al no mostrar este comportamiento no pueden ser detectados por RPE [36]. Para electrones libres
los momentos de espin angular pueden tener dos orientaciones posibles y éstas dan Iugar a dos es-
tados de espin con polaridades opuestas. En la ansencia de un campo magnético externo estos dos
estados son degenerados. Sin embargo, en presencia un campo magnético externo la degeneracién

se pierde, resultando en dos estados de diferente energia. Este desdoblamiento es conocido como
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Sin
desdoblamiento
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Figura 2.2: Desdoblamiento magnético e interaccién nuclear hiperfina

efecto Zeeman (Fig. 2.2). Un peak en la absorcién ocurre cuando el campo magnético “sintoniza”
los dos estados de espin de tal manera que la diferencia en energfa coincide con Ia energia de
irradiacion. El conocimiento de los valores g (caracteristicos de cada radical) y del detalle de las
interacciones hiperfinas (valores ay) permiten identificar las especies radicalarias, ademés de con-
tener informacién sobre la distribucién del electrén en la molécula. La estructura hiperfina provee
una ~huella dactilar” que permite identificar los tipos de radicales presentes en una muestra, y lo
que es mds importante para los quimicos, la magnitud de los acoplamientos depende de la distribu-
cibn del electrén desapareado en las cercanias de los micleos magnéticos presentes. Los radicales

aparecen a2 menudo como intermediarios durante una reaccién, por consecuencia su identificacién
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entrega valiosa informaci6n acerca del mecanismo de reaccién, y la medicién de la variacién de su

concentracién en el tiempo permite hacer estudios cinéticos.

En sistemas biolGgicos la detecci6n directa de radicales libres no siempre es posible debido a

su reactividad y naturaleza transitoria. Para ello se usa la técnica de Spin Trapping [37, 38].

SPIN TRAPPING

Las técnicas de RPE/Spin Trapping han sido aplicadas con éxito para determinar e identificar
intermediarios radicalarios en sistemas bioldgicos. Esta técnica fue desarrollada a finales de los
sesenta para facilitar la deteccién de radicales de corta vida por RPE y permite determinar su
presencia atrapdndolos para producir otro radical mucho més estable, el cual puede ser registrado
por el equipo. Las reacciones de trapping son aquellas en las que se forma un producto de adicién
a un doble enlace tipo:

R+ X=¥Y—-R-X-Y

Se representa por R- al radical inestable que se desea identificar, y X=Y representa el compuesto
diamagnético sobre el que se produce la reaccién de adicién, llamado spin trap. Mientras que el
producto de la reaccién de adici6n, representado por R-X-Y, se denomina espin aducto y es un
compuesto paramagnético. Para que la reaccién de espin trapping sea itil tiene que cumplir varios

requisitos:
1. La velocidad de reacci6n del radical con el spin trap tiene que ser superior a cualquiera
de las reacciones que puedan tienen lugar en el medio, de manera que éstas no entren en

competencia con la de trapping.
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2. El aducto de spin formado tiene que ser lo suficientemente estable como para permitir su

deteccién por RPE,
A .
HoC N./ W t+t R HC N H
o. o,
DMPO DMPO aducto
CHy CHy
R
B HiC N—O <
+ R — H;C N
~6
CHz CHa
MNP MNP aducto

Figura 2.3: Desdoblamiento magnético e interaccién nuclear hiperfina

Cada dia aparecen nuevos spin traps y existen bases de datos que contienen miles de ellos,
por ejemplo la base de datos del National Institute of Environmental Health Services [39] en la
que se pueden buscar datos sobre la mayoria de Ios atrapadores que existen en el mercado o que
se han sintetizado hasta el dia de hoy. Los compuestos mds utilizados como spin trap son aque-
llos que poseen los enlaces: C=C, C=N, N=N, C=0 6 N=0. Sin embargo, debido a lo importante
que es el proporcionar de forma directa o indirecta informaci6n acerca de la naturaleza del radical
atrapado, R, la gran mayoria de spin traps se basan en dos estructuras que proporcionan mayor
informacién: nitrosocompuestos y nitronas (Fig. 2.3). Ambos tipos de atrapadores tienen como
caracteristica comin que la reaccién de adicién con un radical conduce a la formacién de un ra-
dical nitréxido [40]. Dentro de la familia de nitrocompuestos, Ios més usados como Spin Traps son

el 2-metil-2-nitrosopropano (MNP) y 4cido 3,5-dibromo-4-nitrosobenzosulfénico (DBNBS). Estos
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atrapadores presentan la ventaja de que el radial reactivo se enlaza directamente con el nitrégeno
del grupo nitroso, y por lo tanto se encuentra muy cercano al electrén desapareado, localizado
principalmente en ese grupo. Esto deriva en la deteccién de acoplamientos hiperfinos adicionales
generados por niicleos magnéticos pertenecientes al radical atrapado. La magnitud y la naturaleza
de estos acoplamientos hace que la identificacién del radical aducto sea mds facil y definitiva.
Estos atrapadores tienen sin embargo la desventaja de formar aductos detectables de larga vida
con un rango limitado de radicales, por lo general dnicamente centrados en un 4tomo de carbono.
Estos atrapadores forman aductos que decaen en minutos mientras que las nitronas logran for-
mas radicales aductos mucho mds estables. Dentro de 1a familia de las nitronas las mds usadas
como spin traps son 5,5-dimetil-1-pirrolina N-6xido (DMPQ) y a-fenil tert-butil nitrona (PBN), 5-
dietoxifosforil-5-metil-1-pirrolina N-6xido (DEPMPO), y o-(4-Piridil-1-6xido)-N-terbutilnitrona
(POBN). Las nitronas forman a menudo aductos radicalarios de larga vida con una gama amplia de
especies radicalarias, centradas en 4tomos de carbono, nitrégeno, oxigeno u azufre. La desventaja
que poseen estos afrapadores que se enlazan al radical mediante el dtomo de carbono adyacente
al grupo nitréxido, dejdndolo por lo tanto més distante del orbital molecular que contiene el elec-
trén desapareado. Como resultado, no es siempre posible resolver los acoplamientos hiperfinos del
radical atrapado en si, haciendo la asignacién de las lineas espectrales observadas de una especie
en particular mucho més complicada. Sin embargo la magnitud de los acoplamientos hiperfinos
generados por el nitrégeno del grupo nitréxido y especialmente por el B-hidrégeno depende, sobre
todo en las nitronas ciclicas, de la naturaleza y estructura del radical agregado como resultado de
la influencia de estas especies en la conformacién de la nitrona. Asi se puede obtener informacién

valiosa sobre la naturaleza del radical atrapado [41].
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2.2.3. Calculos Teéricos

Otra rama de la quimica explorada durante los tltimos afios centrada en racionalizar Ios resulta-
dos experimentales es la Quimica Computacional. Mediante cdiculos y modelos tedricos obtenemos
respuestas sobre la molécuia no siempre accesibles experimentalmente.

La optimizaci6én de geometrias es el indispensable punto de partida de la quimica computacional. A
partir de ella es que se obtiene toda la informacién requerida de una molécula (distancias y 4ngulos
de enlace, energfa, potenciales de ionizacion, afinidades electrénicas, etc), o de un sistema (cons-
tantes de equilibrio, propiedades termodindmicas como entalpfas o energias libres, potenciales de
reduccién, estados de transicién, etc). Sin embargo el tratamiento mecanico cuéntico de sistemas
moleculares de n 4tomos y N electrones es intratable matemdticamente. Los métodos de célculo
utilizan rutinariamente, y plenamente justificada en la mayorfa de los casos, la aproximacién de
Bom-Oppenheimer para separar los movimientos nucleares y electrénicos. Consecuentemente es
necesario tinicamente resolver la ecuacién de Schrédinger no relativista para el sistema electrénico,
introduciendo las posiciones nucleares como pardmetros. Los métodos quimico cudnticos proveen
metodologias précticas para obtener soluciones aproximadas en sistemas moleculares [42, 43]. En
particular la aproximacién de Hartree-Fock (HF) transforma el complejo problema N-electrénico
en N efectivos problemas de un electrén, donde la repulsién electrénica es tratada como un campo
promedio. La ecuacién secular de HF es entonces derivada minimizando la energfa variacional-
mente, (la energfa serd siempre mayor, o en la mejor de Ias hip6tesis igual, a la energia exacta
[44]) respecto de las elecciones de orbitales moleculares realizadas. A pesar de su simpleza, la
aproximacién de HF no es muy precisa porque no incluye efectos de correlacion electrénica. La

Teorfa de Funcionales de 1a Densidad (DFT) permite tratar estas correlaciones y manejar el proble-
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ma polielectrénico considerando a la energia como una funcional de la densidad electrénica. Como
resultado en DFT se resuelve el mismo problema monoelectrénico que en HF, reemplazando el
operados de Fock por una funcional de la densidad [45, 46]. De esta manera Jos métodos DFT
son capaces de generar predicciones muy razonables de propiedades espectroscépicas en general,
o en particular y de mayor interés para nosotros, de constantes de acoplamiento hiperfino [47]. Se
obtienen los mejores resultados con la funcional de intercambio de 3 pardmetros de Becke [48] con

correlacién electronica no local de Lee-Yang-Parr [49](B3LYP).
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CALCULO DE PROPIEDADES ELECTRONICAS

Constantes de Acoplamiento Hiperfino. Con objeto de realizar la asignacién de las constantes
experimentales a los diferentes micleos de un radical, existen distintos métodos teGricos de muy
diferentes grados de dificultad y costo computacional. Previamente, es importante aclarar el con-
cepto de densidad de espin. La densidad de electrones es la suma de las densidades para los elec-
trones o y B. La densidad de espin refleja la probabilidad de encontrar un exceso de electrones o
respecto a los P en un sistema de capa abierta. En un sistema donde la densidad de electrones o es
igual a la de electrones [, la densidad de espin es cero. Es una propiedad importante en moléculas

que tienen electrones desapareados.

ps(r) = p2(r) —pE(")

Sin embargo, 1a propiedad que permite conocer los acoplamientos existentes entre el electrén
desapareado y los micleos magnéticos presentes en la molécula y que se obtiene a partir de un es-
pectro RPE es 1a constante de acoplamiento hiperfino. La ecuacién de McConnell [50] es utilizada

para calcular las constantes de acoplamiento hiperfino a partir de las densidades de espin segiin:

a(r) = Qps(r)

donde Q es una constante que depende del 4tomo donde estd centrado el radical,

Afinidad Electrénica. La afinidad electrénica (AE), segiin su definicién IUPAC, es Ia energia
requerida para separar un electrén de un i6n con una tnica carga negativa (energia del proceso

X~ — X 4 ¢e7). Una definicién equivalente y mds comuin es la cantidad de energia que se libera
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cuando un 4tomo neutro gaseoso en su estado energético mds bajo (estado fundamental) capta un

electrén y se transforma en un i6n negativo en estado gaseoso. Asf tenemos que:
AE = Eyicigt ~ Efinal

Por ende, para un radical generado a partir de la reduccién de su forma neutra, la AE se calcularia
mediante Ia diferencia de energfas entre la forma neutra y la forma radicalaria de la molécula. Por
lo que esta puede ser calculada facilmente como la diferencia de energfas obtenidas al optimizar la

molécula con N y con N+1 electrones.
AE=ENy—Epny

Existe otra manera de calcular la AE. Aplicando el Teorema de Koopmans que establece que dada
una funcién de onda de N electrones Wy, la AE requerida para producir una funcién ¥y, con
idénticos orbitales, obtenida al agregar un electrén en el orbital ¥, es simplemente —e, [43]. Si
consideramos que el orbital que acepta el electrén nuevo es el orbital desocupado de menor energia

(LUMO!) entonces:
AE = —€ymo
Lo mismo se aplica al Potencial de Ionizacién (PI) obteniendo como relacién:
PI = —ggomo
Funciones de Fukni. La funcién de Fukui (f(r)) fue introducida por Parr y Yang como una gene-

ralizacién del concepto de Orbitales Moleculares de Fukui [51], que centra la nocién de reactividad

en la interacci6n entre los orbitales frontera HOMO y LUMO. La funcién f(r) estd definida como

1L UMO: Lowest Unoccupied Molecular Orbital
HOMO: Highest Occupied Molecular Orbital
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el cambio de densidad electrénica en un punto del espacio cuando varfa el numero de electrones
del sistema N, manteniendo el potencial externo (v), o geometria, constante.
Considerando Ia adicién o remoci6n al sistema de un electrén, las funciones de Fukni vendrian

definidas por las ecuaciones (2.2) y (2.3).

I (r) =pn(r) —pn-1(r) (2.2)

FHr) =pwraa(r) —pn(r) 2.3)

L4

donde p(r) es la densidad electrénica. Condensando bajo la resolucién de ™&atomos en moléculas”™

de Yang and Mortier (AIM) obtenemos (2.4) y (2.5) [52]:

fi=aq4 -4 (2.4)

para el ataque de un electréfilo y

ff=a -t @2.5)

para un ataque nucleofilico, donde g representa la carga atémica de Mulliken sobre el 4tomo k.
Estas ecuaciones permiten a través de un célculo sencillo de cargas atémicas calcular las funciones
de Fukui condensadas en dtomos para un ataque electrofilico, y para un ataque nucleofilico, lo
que determina los sectores y especificamente los 4tomos susceptibles a sufrir el ataque en caso de

enfrentarse ya sea a un electréfilo o a un nucleéfilo.




CAPITULO 2. MATERIALES Y METODOS 41

2.3. Voltametria Ciclica

La Voltametria Ciclica se llevé a cabo en un equipo Metrohm 693 VA provisto de un convertor
694 VA Stand y un procesador 693 VA Processor y una celda de tres electrodos, usando como
solvente DMSO (1.0 x 103 mol L™!), bajo una atmésfera de nitrégeno a temperatura ambiente,
con TBAP como electrolito de soporte (0.1 mol L™1). Se dispuso de un electrodo de gota colgante o
suspendida de mercurio (HMDE) como electrodo de trabajo, un alambre de platino como electrodo
auxiliar y un electrodo de calomelano saturado (SCE) como electrodo de referencia. Se trabajé a

velocidades de barrido entre 100 y 2000 mV s~!.

24. RPE

Los espectros de RPE fueron registrados en banda X (9.8 GHz) usando un espectrémetro Bruker
ECS 106 equipado con cavidad rectangular y 50 KHz de modulacién de campo. Las constantes de
acoplamiento experimentales fueron obtenidas mediante simulacién de espectros usando un pro-
grama WINEPR SimFonia Versién 1.25 y estimadas con una precisién de .05 G. Se realizaron
cdlculos tedricos descritos mds adelante como ayuda en las simulaciones y a modo de comparacién
de las obtenidas experimentalmente, La generacién electroquimica de los radicales aniénicos nitro
y N-6xido se realizd a los potenciales obtenidos para sendas cuplas en VC y bajo las mismas condi-
ciones de solvente y electrolito de soporte. La generacién quiinica de las especies radicalarias se
realiz6 mediante la reaccion de tertbutéxido de potasio y el DMSO en presencia de los compuestos
en sus formas neutras. El tertbut6xido de potasio y el DMSO conforman un sistema fuertemente

bésico el cual genera los radicales libres por desprotonacién [55]. De esta manera midiendo las in-
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tensidades de las sefiales observadas a través del tiempo de los radicales generados quimicamente
fue posible determinar sus constantes de decaimiento.

Se utilizé como atrapador de Espin o Spin Trap el DMPO de la familia de las nitronas que es un
buen atrapador de radicales de corta vida particularmente de radicales centrados en oxigeno. Esta
técnica fue utilizada en los estudios de reactividad y generacién microsomal de radicales libres

[56].

2.5. Generacion de radical superoéxido (O, )

El radical superéxido fue generado y atrapado como radical hidroperéxido (‘HO;) mediante
fotélisis del peréxido de hidrégeno (H202) segtin la reaccién (2.6), que resulta cuando el peréxido
se encuentra a altas concentraciones (30 %) y su posterior interaccién con el Spin Trap DMPO
2.7y

2H,0r+1 / 200 +hv — 22HQOy +HO 2.6)
"HO2 +DMPO — DMPO — HO;» (2.7)

Se determind la reactividad de RNOx con el radical super6xido analizando una solucién que
contenia, H>O, 24 %, DMPO 100 mM, y RNOx 1 y 0.8 mM en acetonitrilo (ACN) o dimetilfor-

mamida (DMF), dependiendo de las solubilidades.

2.6. Generacion de radical hidroxilo (OH)

FEl radical ‘OH fue generado mediante la reaccién de Fenton que consiste en Ia adicién hierro

(ID a una solucién de per6xido de hidrgeno reaccionando juntos para generar radical hidroxilo




CAPITULO 2. MATERIALES Y METODOS 43

segtin la reaccién de fenton:

Fe*t + H,0p — Fet L OH™ + OH

Se procedié con la determinacién de la reactividad de nitrofuranos con radical hidroxilo preparan-
do una muestra que contenfa HyOy 6 %, DMPO 100 mM, nitrofurano o di-N-6xido 0.8 mM y

Fe(NH4)2(804)2.6H20 0.2 mM, atrapando el radical hidroxilo con DMPO,

2.7. Generacion de radical DPPH

La reactividad frente al radical DPPH (radical 2,2-Di(4-tert-octilfenil)-1-picrilhidrazil) fue de-
terminada en DMSO a concentraciones 1mM de DPPH y una concentracién 8 veces mayor de
RNOx (1 mM DPPH y 8 mM de RNOX) para priorizar la reaccién del DPPH con el RNOX por

sobre el decaimiento del radical DPPH.

2.8. Calculos Teodricos

Los modelos iniciales de las moléculas fueron disefiado de acuerdo a distancias y dngulos es-
tandares provistos por el programa Hyperchem®. Las optimizaciones de geometrias por medio de
mecanica molecular son capaces de arrojar geometrias diferentes para compuestos de estructura
similar, dependiendo de la geometria de partida, principalmente en lo que concierne a las con-
formaciones en las cadenas laterales, y no en los anillos [57]. Por ello fue necesario realizar una
exploracién conformacional de los derivados del nitrofurano usando las herramientas del Hyper-
chem®, que realiza barridos sobre dngulos diedros especificados y separa las conformaciones més

estables. Estas conformaciones fueron optimizadas utilizando el paquete de Mecdnica Molecular
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del Hyperchem®. La optimizaci6n fue hecha por métodos de gradiente. El campo de fuerza uti-
lizado fue MM+, que otorga buenas geometrias para moléculas orgénicas [58]. Sin embargo, las
energias estimadas por medio de mecdnica molecular son generalmente energias conformacionales,
Esto significa que la energfa calculada pretende ser una energfa que predecird confiablemente la
diferencia en energia entre una conformacién y la siguiente encontrada. [59].

En el siguiente paso se utiliz6 el programa de célculo Gaussian 98® para las optimizaciones de
geometrias y los cdlculos de propiedades electrénicas. El método de célculo utilizado fue el hibrido
B3LYP con la base 6-31G*,

Entre las propiedades electrénicas calculadas se encuentran la electroafinidad (EA) estimada
como diferencia de energfas entre la especie neutra y la radicalaria, o como el negativo de Ia energia
del orbital LUMO, y la electrofilia [60, 43] calculadas segtin la ecuacién (2.8):

_p_ (@ +EA)? o~ (—€romo — ELymo)*
2n  8(PI-EA) 8((—enomo+Ewmo)

(2.8)

donde o es Ia electrofilia, u es €l potencial quimico del sistema y 7 es su dureza global [43]. Se
calcularon las funciones de Fukui condensadas para determinar la reactividad local de las moléculas
al enfrentar un electrén {ec. (2.4) y (2.5)). Estos resultados fueron comparados con las constantes

de acoplamiento como descriptores locales de reactividad.

2.9. Estudios Microsomales

MICROSOMAS DE T. CRUZI

Se determinG por RPE-Spin Trapping la capacidad de RNOx de generar radicales libres en

medios microsomales mediante un sistema que contenia 4 mg/ml de protefna de microsoma de
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Trypanosoma cruzi, 100 mM DMPO y 1 mM de RNOx en DMSO [17]. Los epimastigotes de T.
cruzi (cepa Dm28), fueron cultivados a 28°C en medio monofisico de Diamond [61], remplazando
la sangre con hemina al 4 mM . Se agregé suero de feto de ternera a una concentracién final de
4 %. Los parasitos fueron cosechados, centrifugados y pesados para preparar una solucién stock de

20 mg/ml de proteina [62], 2

MICROSOMAS DE MAMIFERO

Se determiné por RPE-Spin Trapping la capacidad de RNOx de generar radicales libres en
medios microsomales mediante un sistema que contenia 1,5 mg/ml de proteina de microsoma de
mamifero, 100 mM DMPO y 1 mM de RNOx en DMSO. Los microsomas fueron cosechados segiin
la referencia [63] y se determiné la cantidad de proteinas por ml segiin el método de Lowry [64],

usando los siguientes reactivos:
— Solucién Standard de seroalbumina bovina (500 mg/ml).

— Reactivo de Lowry, compuesto por tres soluciones que se mezclan en el momento de su uti-
lizaci6n, y que son las siguientes: A: Carbonato sédico al 2 % en NaOH 0.1 M B: Sulfato ctipri-
¢o al 1% C: Tartrato sédico-potdsico al 2 % En el momento de su uso se mezclan 10 ml de A

con 0,1 ml de B y 0.1 ml de C.

— Reactivo de fenoles de Folin-Ciocaltean (4cido fosfomolibdotungstico).

28x107 células corresponden a 1 mg de proteina or 12 mg de peso fresco.
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2.10. Estudios Fotoquimicos

Se estudi6 la generaci6n fotoquimica indirecta de radicales libres mediante su interaccién con
el radical “spin probe™ 3-Carboxi-proxil. Un “spin probe” es un grupo paramagnético estable,
usado para revelar el comportamiento paramagnético de una solucién. Los mds comunes son el
TEMPO (2,2,6,6-tetrametil-1-piperidiniloxi) y el 3-carboxi-proxil (3-(Carboxi)-2,2,5,5 tetrametil-
1-pirrolidiniloxi), los cuales son estables al ser irradiados con luz UV-Vis y permiten detectar la
generacion de radicales. Este estudio fue realizado bajo las siguientes condiciones: 1 mM spin
probe, 2 mM de derivado de RNOx en DMSO a temperatura ambiente con y sin luz UV-Vis.
Ademids se estudi6 la generacién directa de radicales libres al ser irradiada con Iuz UV-Vis una

solucién 2 mM en RNOx, usando DMSO como solvente, durante 5 minutos [65, 66].
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RESULTADOS Y DISCUSIONES

3.1. Estudio Electroquimico

3.1.1. Nitrofuranos de Tiosemicarbazonas

Se realizé un estudio electroquimico de los compuestos para determinar sus potenciales de
reduccidn y los intermediarios que se generan por transferencias de carga sucesivas [67].

La figura 3.1 muestra el voltamograma observado cuando una solucién del derivado NS3 en
DMSO (1 mM) en presencia de 100 mM TBAP es barrida de 0 a -2.6 V a una velocidad de ba-
mrido de 2 V s~1, Se puede apreciar claramente la aparicién de una transferencia monoelectrénica
reversible (cupla Hic/IHa) correspondiente a la generacién del radical aniénico RNO, ™ alrededor
de los -0.80 V. Se estudid la estabilidad del intermediario radicalario modificando alguna condicién
electroquimica como Ia velocidad de barrido, mientras el resto se mantuvo inalterado. La razén de
intensidades ipa/ipc calculada a partir de la ecuaci6n (2.1) [35] pricticamente no varia mientras se
incrementa la velocidad de barrido (de 100 22000 mV s~ !, no mostrado), un tipico comportamiento
de una transferencia de carga reversible (Ox+ne~ = Red) [68].

Todos los derivados de nitrofurano exhibieron valores E; /2 (E1/2=(Epa+Epc)/2) menores que

el reportado para la primera cupla de reduccién de Nifurtimox (-0.88 V) (Fig. 1.2) [69] lo que

47
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Figura 3.1: Voltamograma Ciclico de NS3 (1 mM), TBAP (100 mM) en DMSO y velocidades

de barrido de la cupla ITc de 100 a 2000 mV s~1
indica que se trata de compuestos que tienen una mayor capacidad para reducirse y, por ende,
una mejor capacidad para generar radicales libres. La tabla 3.1 lista los valores de las sefiales
voltamétricas catédicas y anddicas y los valores de ipafipc de todos los nitrofuranos incluyendo a
Nifurtimox. Se puede apreciar que todos los compuestos mostraron un comportamiento similar en

DMSO. La siguiente sefial catédica hacia los valores més negativos visiblemente irreversible en

Tabla 3.1: Pardmetros voltamétricos correspondientes a la reduccién del grupo nitro
observada en las cuplas Il y IV vs SCE en DMSO
nitmfuranas Epfm_-/V Epm'a/V AE/V El/z/V ipa/ipc Ech/V

NS1 -0.79 -0.71 0.08 -0.75 1.03 -1.42
NS2 -0.79 -0.71 0.08 -0.75 1.07 -1.28
NS3 -0.78 -0.70 0.08 -0.74 0.88 -1.26
NS4 -0.77 -0.70 0.07 -0.74 0.94 -1.12
NS5 -0.79 -0.71 0.08 -0.75 1.04 -1.40
NS6 -0.79 -0.70 0.09 -0.75 1.08 -1.26
NS7 -0.84 -0.75 0.09 -0.80 0.95 -1.42
NS8 -0.84 -0.72 0.12 -0.78 1.03 -1.31

Nifurtimox -0.91 -0.85 0.06 -0.88 1.01 -
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todo el rango de velocidades de barrido utilizado (100 a 2000 mV s~!) (IVc, Fig. 3.1) pertenece a
Ia generacién de la hidroxilamina via una transferencia de tres electrones [21]. Los voltamogramas
de todos los derivados muestran un pico anédico alrededor de -0.6 V (Ia), que podria atribuirse al
proceso de reoxidacién de la hidroxilamina RNHOH generada en IVc al derivado nitroso RNO. Un
segundo barrido consecutivo presenta una sefial tipo “hombro” apegada a Ic que puede proceder
de la contraparte cat6dica (Ic) de esta sefial y por lo tanto atribuible a la reaccién RNHOH =
RNO+2e~ +2H la cual es reversible (figura no mostrada). Por otra parte, aparece una seiial ante-
rior a todas (Ilc), inclusive a la generaci6n del radical nitro, indicando que algunas moléculas siguen
otro mecanismo de reduccién. Esta sefial corresponde a la reduccién via cuatro electrones y cuatro
protones de una pequeiia porcién de moléculas que alcanzan la superficie del electrodo mientras
la porci6n restante suministra los protones requeridos para esta reduccién. La presencia en las
moléculas de un grupo nitro incrementa la acidez del grupo N-H de la tiosemicarbazona ((ver N3-
Hy en Fig. 3.2) el cual se vuelve capaz de protonar el grupo nitro y por lo tanto derivar la reduccién
directamente a la hidroxilamina (Fig.3.3). Este es un tfpico comportamiento del fenémeno de auto-
protonaci6n desplegado por compuestos nitro con grupos 4cidos en sus moléculas [70, 71, 72, 73].
En suma, se observa en las cuplas III y IV la reduccién de las moléculas cuyo grupo nitro no se
encuentra protonado.

Por otro lado observamos la sefial V en todos los voltamogramas que se presume corresponde
a Ia reduccion del grupo imino (CH=N) de la tiosemicarbazona [74]. Las sefiales que no fueron
asignadas en la figura 3.1, observadas en el barrido de la solucién blanco (TBAP + DMSQ), co-
rresponden a la reduccién del TBAP. A las velocidades de barrido mds lentas, se puede apreciar
para algunos compuestos sefiales agudas que resultan de la ocurrencia de un fenémeno de adsor-

cién de estas especies sobre la superficie del electrodo debido a la presencia en la estructura de
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Figura 3.2: Nitrofuranos de tiosemicarbazone. Identificacién de los micleos,
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Figura 3.3: Mecanismo de reducci6n sugerido para los detivados de los nitrofuranos.
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las moléculas de dtomos de azufre (resultados no mostrados). El mecanismo de reduccién de estos
ocho nitrofuranos de tiosemicarbazonas que comprende las sefiales I, IV y V las presefiales I y I

es propuesto en la figura 3.3.

3.1.2. Di-N-oxidos de Fenazina

La figura 3.4 muestra el voltamograma observado cuando una solucién del derivado ML14 en
DMSO (1 mM) en presencia de 100 mM TBAP es barrida de 0 a -2.6 V a una velocidad de barri-
do de 2 V s~1. Se puede apreciar la aparicion de dos transferencias monoelectrénicas reversibles
correspondientes a Ia generacién de un radical alrededor de los -1.00 V, para el caso del com-
puesto ML14, (cupla Ic/la) y otra a potenciales mas negativos (cupla Ilc/IIa). Los voltamogramas
obtenidos para el resto de los di-N-6xidos fueron equivalentes, con la excepcién del compuesto
MLO] nitrado donde se aprecia ademds la generacién del radical RNO2*~ con Epc = 0.61 V. La
razén de intensidades ipafipc calculada a partir de la ecuacién de Nicholson [35] aumenta mientras
se incrementa la velocidad de barrido (de 100 a 2000 mV s~ 1), 1o gue equivale a una transferencia
de carga reversible (Ox + ne™ = Red) seguida por una reaccién quimica irreversible (Red — C)
[68]. A pesar de que no se pudo aislar la segunda cupla reversible, es 16gico pensar que el compor-
tamiento de esta serd similar al de la anterior puesto que las moléculas poseen dos grupos N-6xidos
casi equivalentes,

Las dos transferencias monoelectrénicas que tienen lugar con este tipo de compuestos estdn
reportadas como la generaci6n de un radical deslocalizado en el anillo central que ateniia Ia carga
positiva de los nitrégenos, y por el contrario agudiza la carga negativa sobre los oxigenos, pro-
moviendo su protonacién por algunas moléculas de agua que puedan estar presentes en el medio

[751. Esté descrito también la descomposici6n de este radical mediante la liberacién de radical -OH
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Figura 3.4: Voltamograma Ciclico de ML14 (1 mM), TBAP (100 mM) en DMSO y veloci-

dades de barrido de Ia cupla Ic de 100 2 2000 mV s~
como parte del mecanismo bioreductivo de este tipo de moléculas. Sin embargo hemos apreciado el
mismo comportamiento electroquimico para el andlogo mono-oxidado del compuesto ML 14, que
incluye las mismas tres cuplas redox, por lo que el grupo N-6xido debe permanecer oxidado por
lo menos hasta la sefial III. El voltamograma del andlogo no oxidado de ML14 tiene presente la
cupla II, por lo que esta fue asignada a la reduccién del grupo imino. La tabla 3.2 lista los valores
de las sefiales voltamétricas cat6dicas y anédicas y los valores de ipa/ipc de Ia cupla III de todos
di-N-¢xidos de fenazina. Adem4s se pudo apreciar que todos los compuestos mostraron un compor-
tamiento similar en DMSO. Los valores de E; /2 Huctian arriba y abajo, segin las caracterfsticas de
los sustituyentes, del valor reportado para la fenazina-5,10-diéxido con protones de sustituyentes
[76]. La sustitucién de grupos atractores de electrones como Cl y OH resulté en una disminucién
de Ios potenciales (potenciales menos negativos), al contrario de lo observado en las moléculas
con sustituyentes dadores de electrones (CHz, NH>). Como sefialamos, Ia siguiente sefial catédica

hacia los valores méds negativos visiblemente irreversible (Illc, Fig. 3.4) y presente en el barrido
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Tabla 3.2: Parfmetros voltamétricos correspondientes a la reduccién observada

en la cupla I vs SCE en DMSO
N —oxidos Epie/V  Epa/V AE/V  Ey;p/V®  ip.]ip.

ML14 -1.05 -0.91 0.14 -0.98 1.05
ML15 -0.78 -0.71 0.07 -0.74 1.59
ML18 -0.96 -0.80 0.16 -0.88 1.15
MIL19 -0.63 -0.47 0.16 -0.55 1.79
ML44 -1.01 -0.92 0.09 -0.96 1.58
MLA45 -0.51 -0.34 0.17 -0.42 0.80

MLO1 b -1.01  -095 005  -1.02 -

fenazina-5,10-di6xido - - - -0.82¢ -

9 5112= (Eplc + Epla)2

MLOT cupla NGy = RNOy Epc=—061V:Epa=—0,55V;E= D,06V;Ey ;2 = —0,58¥
Cato de referencia [Chem.-Biol, Interactions, 60 (1986) 67-84]
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Figura 3.5: Mecanismo de reduccién sugerido para los derivados de di-N-6xidos.
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del andlogo mono-6xido, pero ausente en el compuesto no oxidado, involucra al oxigeno y podria

deberse a la liberacién de HpO Inego de la transferencia de un protén y un electrén. Esta sefial es

irreversible en todo el rango de velocidades de barrido utilizado (100 2 2000 mV s~1) para Jos siete

di-N-6xidos estudiados. La figura 3.5 muestra ¢] mecanismo de reduccién propuesto para la familia

de di-N-6xidos de fenazinas que comprende las sefiales I, I y ITI.
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3.2. Estudio RPE

3.2.1. Nitrofuranos de Tiosemicarbazonas

La interpretacién de los espectros RPE fue realizado a través de un proceso de simulacion
con ayuda de cdlculos tericos, lo que llevé a la determinaci6n de las constantes de acoplamiento
de todos los nticleos magnéticos. La figura (3.6) muestra el espectro RPE experimental obtenido
mediante reduccién electroquimica del compuesto NS6 aplicando un potencial equivalente a la
aparicién de la cupla II del estudio electroquimico, a una concentracién aproximada de 1 mM, con
100 mM TBAP en DMSO. La simulacién de los espectros fue realizada usando las constates de
acoplamiento calculadas por DFT, modificando el ancho de linea, la modulacion de amplitud y Ja
componente lorentziana/gausiana hasta alcanzar la mayor similitud con el espectro experimental.
La tabla 3.3 muestra las constantes de acoplamiento obtenidas de este proceso, que se observan en
los espectros experimentales.

Todas las estructuras investigadas formaron intermediarios radicalarios estables a dichos po-
tenciales. El radical ‘NS1 (Fig. 1.4) exhibe un espectro experimental resuitado de la simulacién
de dos tripletes asignados al efecto que producen los nitrégenos del grupo nitro (N1) y Ia imina
(N2), y cuatro dobletes provocados por Jos hidrégenos Hy del anillo furdnico, Hz perteneciente al
grupo imino, y dos hidrégenos del grupo etilo (CHz)(Fig. 3.2). El espectro simulado de ‘NS3 re-
sulta de un patrén de tres tripletes que aparecen por la interaccién del electrén desapareado con los
nitrégenos N1, N2 y N3, y dos dobletes debidos a los micleos Hy y Hs. El espectro del radical NS5

fue simulado a partir de dos tripletes asignados a los miicleos Nj y Ny, y tres dobletes asignados

H1 y a dos 4tomos de hidrégenos del grupo metilo. El radical "NS7 generd un espectro RPE que
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Figura 3.6: A- Espectro RPE experimental del nitro ani6n radical "NS6 (1 mM)
generado mediante reduccién electroquimica con 100 mM TBAP en DMSO.
Condiciones del equipo: Frecuencia de microonda: 9.71 GHz; Potencia de mi-
croonda: 20 mW; modulacién de amplitud: 0.2 G; velocidad de barrido: 1.25 Gfs;
constante de tiempo: (.5 s, nimero de barridos: 15. B- Simulacién por computa-
dor usando constantes de acoplamiento calculadas por DFT (Tabla 3). El espec-
tro fue simulado usando los siguientes pardmetros: ancho de linea: 0.9 G; raz6n
Lorentziana/Gausiana: 1.

fue simulado por tres tripletes de los nitrégenos Nj, N2 y N3 y cuatro dobletes de los dtomos Hj,
Hs y los dos hidrégenos aminicos. El andlisis del radical “NS2 muestra un patr6n de sefiales de
tres tripletes asignados a los nitrdgenos del grupo nitro (N;°), la imina (N7’) y la tiosemicarbazona
(N3’), y cuatro dobletes provenientes de los hidrégenos Hy’y Hy’ del anillo furdnico y Haa’y H3b’
pertenecientes al grupo etenodil (CH=CH). El espectro del radical ‘NS4 fue simulado a partir de
tres tripletes de los nitrégenos Ny’, N’y N3” y cuatro dobletes de los hidrgenos Hy’, Hza’, H3b’y
Hj’. El espectro de "NS6 resulté de un patrén de sefiales de tres tripletes asignados a los niicleos
N1’, N2’y N3’, y a seis dobletes asignados a los hidrégenos Hy’, Hz’, Haa’, H3b’, Hs’, y uno de los
hidrégenos del grupo metilo. Finalmente, el radical "NS8 gener6 un espectro muy parecido al del
radical “NS2 simulado a partir del mismo patrén de sefiales. Respecto al andlisis de los resultados

obtenidos de los cdlculos te6ricos y su uso en la simulacién de los espectros RPE, encontramos




CAPITULO 3. RESULTADOS Y DISCUSIONES 56

Tabla 3.3: Constantes de acoplamiento hiperfino (Gauss) asignadas mediante célculo por UB3LYP/6-31G*

ditros  aNijaN,  aNajaNy _ aN3/aN, aHiJaH] aHpjaH; alhd  aHib aHy faH] aR[aR’

NS1 249 8.76 - 343 - - - 1.33 2x0.36 (CHz)
NS2 0.78 6.54 1.20 0.68 1.32 308 6.52 - -

NS3 207 547 1.09 2.66 - 1.50 - - -

NS4 0.78 442 1.20 - 1.25 27 3.94 0.73 -

NS5 2.16 743 - 3.02 - - - - 2x2.18 (CHjz)
NS6 1.54 6.24 157 1.08 1.08 4.82 4.84 0.94 1.28 (CH3)
NS7 1.19 698 1.57 117 - - - 2.59 2x 1.06 (NHy)
NS8 0.99 6.49 1.14 0.68 1.30 3,04 6.55 - -

que la optimizacién de las geometrias mostr6 una dependencia directa entre las conformaciones y
las hfce’s. Los radicales libres formados de derivados nitroheterociclicos localizan generalmente
el electrén desapareado en el nitrégeno del grupo nitro [77]. Sin embargo, esta familia de nitrofu-
ranos de tiosemicarbazonas exhibié un comportamiento diferente centrando la densidad de espin
alrededor de los micleos N3, N2’y Hs, Hsa’, Hsb’. Las especies radicalarias "NS1, ‘NS3, ‘NS5,
"NS7 presentaron densidades de espin deslocalizadas entre los micleos N1 (grupo nitro), Hy, N2
and Hj (Tabla 3.3) mientras que los radicales "NS2, ‘NS4, ‘NS6, ‘NS8 deslocalizaron en electrén
desapareado a través de un sistema conjugado plano que provee a los micleos N»’, Hza’y Hsb’ de
grandes densidades de espin. El estudio conformacional que condujo a estos resultados se muestra

con mayor detalle en la seccién 3.6.

3.2.2. Di-N-oxidos de Fenazina

Los radicales formados a partir de los derivados de 1a familia de di-Né6xidos de fenazina fueron
generados electroquimicamente bajo las mismas condiciones establecidas en el estudio electro-
quimico (seccidn 3.1). Todas las estructuras investigadas formaron intermediarios radicalarios es-
tables a los potenciales obtenidos del estudio electroquimico. Los espectros experimentales fueron
simulados y las constantes de acoplamiento obtenidas fueron comparadas con aquellas calculadas

te6ricamente. Dada la simpleza de dichos espectros no fue necesario €l apoyo de los cdlculos
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Figura 3.7: A- Bspectro RPE experimental del nitro anién radical ‘ML18 (1 mM) generado
mediante reduccién electroquimica con 100 mM TBAP en DMSO. Condiciones del equipo:
Frecuencia de microonda: 9.71 GHz; Potencia de microonda: 20 mW; modulacién de amplitud:
0.2 G; velocidad de barrido: 1.25 Gfs; constante de tiempo: 0.5 s; nimero de barridos: 15, B-
Simulacién por computador usando los siguientes pardmetros: ancho de linea: 0.9 G; razén
Lorentziana/Gausiana: 1.
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tedricos para el proceso de simulacién propiamente tal. La tabla 3.4 muestra las constantes de
acoplamiento obtenidas de este proceso, y las constantes teéricas obtenidas de los célculos DFT.
Todos los derivados di-N-6xidos exhibieron espectros experimentales de cinco lineas con un patrén
de intensidades 1:2:3:2:1, equivalente a la interaccién del electrén desapareado con dos niicleos
magnéticos equivalentes con espin nuclear I=1, en este caso, dos nitrégenos, con constantes de

acoplamiento aN; = aN; = 2.40 G.

Este patrén se debe a que el electrén desapareado se encuentra deslocalizado principalmente en

el anillo iminico.

Este sistema utilizado para generar los radicales electroqufmicamente permite variar el poten-

cial de electrélisis y asf explorar la generacién de otros intermediarios paramagnéticos a potenciales
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Tabla 3.4: Constantes de acoplamiento hiperfino (Gauss)
experimentales y tebricas (UB3LYP/6-31G*) de los radi-

cales N-6xido.
N-6xidos constantes aNi aNa aH, al

Experimentates 2.50 2.50

ML " cass 252 185 094 131
MLIs e 2% 165 095
MLis DO e 257 176 146
ML19 Exp;giz’;smles 3:;‘2 3133 203 161
MLas DO s 268 171 108
ML T 1% 250 177 105
Mot PSR %6 309 200 296

mds negativos. La figura 3.7 (A) muestra el espectro RPE experimental obtenido mediante reduc-
ci6én electroquimica del compuesto ML19 aplicando un potencial equivalente a la aparicién de la
cupla I del estudio electroquimico (Epc > -1,0 V), donde se observa claramente el patrén de sefiales
caracteristico de la interaccién del electron desapareado con dos dtomos de nitrégeno equivalentes,
indicando que 1a deslocalizaci6n del electrén se mantiene dentro del anillo central de Ias moléculas.
El otro espectro mostrado en la figura se obtuvo al variar el potencial a valores mds negativos (Epc
> -1,7 V). Se puede observar un aumento considerable del ancho del espectro debido a una mayor
deslocalizaci6én del electrén en 1a molécula, y por lo tanto a un aumento del mimero de sefiales y de
las constantes de acoplamiento. Puesto que se pierde el patrén de sefiales anterior, podemos decir
que los nitrégenos responsables del desdoblamiento hiperfino en este espectro (aparte de la partici-
pacién de otros nicleos) no son equivalentes. La tabla 3.5 muestra las constantes de acoplamiento
que surgen de la simulacién de estos dos espectros, y su comparacién con las constantes obtenidas
del registro de los espectros RPE de las fenazinas mono-N-¢xido y di-N-6xido presentadas por

Kubota y col. en 1968 [78]. En ella se observa la similitud entre los espectros a bajos y altos
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Tabla 3.5: Constantes de acoplamiento hiperfino (Gauss) de ML.19, Fenaz-
ina di-N-6xido y Fenazina mono-N-6xido
Fen di-N-6xido Fen mono-N-6xido ML19 Ebajos MLI19E altos

5.91 (N1,N2) 7.58 (N3) 2.55 (N1 ,N2) 7.60 (Ny)
1.75 (4H) 3.60 (N2) - 3.50 (N2)
1.36 (4H) 1.80 (4H) - 1.09 (4H)

- 1.65 2H) - 1,10 (2H)
- 1.23 (2H) - -

potenciales, y las fenazinas di-N-6xido y mono-N-6xido, respectivamente, lo que nos permite iden-
tificar el primer radical observado por RPE como el radical generado en la cupla I (Fig. 3.4) el que
mantiene sus dos dtomos de oxigeno, y por o tanto la equivalencia de sus respectivos dtomos de
nitrégenc como se observa en 1a figura 3.7 (A), y, el segundo radical, como el radical generado en
la cupla III, en el cual los dos nitrégenos pierden la equivalencia. Los resultados obtenidos de los
experimentos de RPE confirman el mecanismo de reduccién obtenido en el estudio electroquimico,
con Ia generacién de dos especies radicalarias, Ja primera de las cuales serfa plausible de producirse

a nivel biolégico, por ser la que se genera a potenciales menos negativos.

3.3. Reactividad y Estabilidad

Se determind la capacidad de los compuestos en estudio de “apagar™ radicales libres para deter-
minar si poseen alguna capacidad de tipo antioxidante. Para elio se hizo reaccionar a RNOx con los
radicales centrados en oxigeno, como las ERO presentes en medios biolégicos: radicales superé-
xido e hidroxilo, y DPPH (radical 2,2-Di(4-tert-octilfenil)-1-picrilhidrazil) utilizado comunmente
en ensayos de capacidad antioxidante. Ademds se calcularon las constantes de decaimiento de los

radicales libres generados quimicamente mediante el sistema terbutO~K* / DMSO. Estos estudios

se realizaron conjuntamente con nitrofuranos y N-6xidos para poder comparar comportamientos.
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3.3.1. Reactividad frente al Radical superéxido O,

Los radicales centrados en oxigeno tienen tiempos de vida muy cortos, debido a su alta reac-
tividad, por lo que para ser medidos es necesario atraparlos con un Spin Trap. Como explicamos
en la secci6n 2.2.2, un Spin Trap es un compuesto diamagnético que al reaccionar con una especie
paramagnética inestable genera un aducto paramagnético, mucho mds estable que la especie origi-
nal, y por lo tanto medible por espectroscopia RPE. Esta es una técnica de medici6n indirecta para
medir radicales libres muy reactivos por lo que determinar su reactividad con una especie en estudio
(muestra) est4 condicionado por las velocidades de reaccién atrapador-radical y radical-muestra. Si
la reaccién radical-muestra es mds lenta que la reaccién atrapador-radical, al registrar el espectro no
ser4 posibles observar una disminucién en la sefial del aducto generado entre el atrapador y el radi-
cal. Ello no significa que no exista reaccién entre ambos, radical y muestra, sino que esta no puede
ser detectada por un problema cinético. Por otro lado, si la reaccién atrapador-radical es mds lenta
que la reaccién radical-muestra, s{ podremos observar una disminucidn de la intensidad de la sefial
del aducto formado debido a que al reaccionar con la muestra, se habrd reducido la cantidad de radi-
cal disponible para ser atrapado por el Spin Trap. Este tipo de medici6n, sin embargo, es indirecta,
lo que impide la realizacién de un estudio cinético, por lo que la comparacién entre reactividades
debe limitarse a una comparacién entre las disminuciones de sefial del Spin aducto generado por
los distintos compuestos en estudio. El radical superéxido fue generado mediante la fotélisis del
peréxido de hidrégeno a una concentracién alta (de alrededor de 30 %) (seccidn 2.5). A pesar de
que este método debiera generar radical superéxido y agua, se observaron sefiales correspondientes
al aducto DMPO-OH', el cual se debe a la generacién del radical hidroxilo debido a Ia fotdlisis

homolitica del H;0;, o a la degradacién del radical aducto DMPO-HO;' a DMPO-OH’, al ser el
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Figura 3.8: Reactividades de RNOx respecto de los radicales O, ~, “OH y DPPH descritas

como %D (porcentaje de disminucién de la sefial).
primero un aducto inestable [80]. Se estandarizo la dltima fuente d¢ DMPO-OH" manteniendo las
condiciones de trabajo y de registro de los espectros lo mas parecidas posible para todas las mues-
tras, demorando lo menos posible para que el espectro sea representativo de las concentraciones de
radical resultantes. La familia de nitrofuranos mostré en general un comportamiento ~apagador”™
del radical super6xido menos fuerte que la de los N-6xidos. En el caso de los N-6xidos, se observo
claramente la influencia de los sustituyentes en su capacidad de reaccionar con el radical superéxi-
do. La figura 3.8 da cuenta de estos resultados. En ella se muestra el porcentaje de disminucién de

la sefial RPE del aducto DMPO-HO;", descrita como

%D:M*IOO
Iy

para cada uno de los compuestos estudiados. Los compuestos con sustituyentes X = OH,
mostraron una menor disminucién de la sefial. Este resultado se debe a la capacidad mesomérica

dadora de electrones del grupo hidroxilo, que disminuye la estabilidad de los radicales resultantes.
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3.3.2. Reactividad frente al Radical -OH

En este experimento, el radical hidroxilo fue generado mediante la reaccion de Fenton y atrapa-
do por el Spin Trap DMPO como describimos enla seccién 2.6. Comprobamos la gran capacidad de
reducir la sefial de DMPO-OH: por parte de todos los compuestos de ambas familias (Fig. 3.8). Lo
que en realidad se explica por la alta reactividad del radical hidroxilo, no por nada calificado como-
uno de los radicales libres més reactivos que se conoce, reaccionando a velocidades equivalentes a

su velocidad de difusién, con las moléculas del entorno donde se genera.

3.3.3. Reactividad frente al Radical DPPH

El caso del radical DPPH (radical 2,2-Di(4-tert-octilfenil)-1-picrilhidrazil) es diferente al de
los radicales centrados en oxigeno. Esta especie existe de manera estable como radical, y por lo
tanto se pueden preparar soluciones-de DPPH de concentracién conocida. La determinacion de la
reactividad de este radical con los compuestos en estudio es-directa puesto que depende sélo de la
cinética de la reaccién entre el radical y la muestra. Se podria realizar un estudio cinético, pero para
efectos de comparacion, se midié la disminucién de la intensidad de la sefial a un tiempo determi-
nado, reproducido de igual forma para todos los compuestos. Este radical es usado comunmente en
un ensayo de determinacién de capacidad antioxidante por UV-Vis [79], ya que el radical de color
purpura se reduce a la difenil picrilhidrazina de color amarillo al sustraer un hidrégeno de otra
molécula. En-este experimento se realizé el ensayo de capacidad antioxidante utilizando como téc-
nica de deteccién-del radical la espectroscopia RPE. El radical DPPH pierde un poco de estabilidad

al ser disuelto en solventes apréticos; por lo que el experimento fue realizado a una concentracién

de nitrofurano y N-Gxido tal de poder minimizar la reaccién de decaimiento del radical DPPH al
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reaccionar consigo-mismo y maximizar la reaccién entre RNOx y radical, asegurando una cinética
de pseudo-primer orden. La figura 3.8 muestra el porcentaje de disminucién de la sefial del espectro
registrado al agregar RNOx en un volumen tal de obtener las-condiciones descritas en la seccion
2.7. Observamos-en general en los N-6xidos-un mayor efecto apagador del radical DPPH que en
los nitrofuranos. No se observa un efecto claro en el caso de los N-6xidos del sustituyente en su
reactividad frente al DPPH. Sin embargo, s vemos una tendencia a que los compuestos de cadena
larga sean més reactivos-que los de cadena corta. Veremos mds adelante Ia importancia del largo-de
cadena en la estabilidad de los radicales, y como ello se ve condicionado por las conformaciones

de las moléculas.

3.3.4. Estabilidad de los Radicales

En este experimento se midié-la estabilidad de los radicales generados quimicamente con el
sistema reductor terbutOK y DMSO viendo la evolucién en el tiempo de la sefial RPE obtenida.
Puesto que la especiroscopfa de Resonancia Paramagnética de Espin fue usada en este caso més
bien como técnica cualitativa, las constantes de decaimiento obtenidas son relativas, y compara-
bles s6lamente entre ellas. Las constantes fueron obtenidas graficando In[rad] para los N-6xidos y
1/[rad] para los-nitrofuranos, en funcién del tiempo, como lo muestra la figura 3.9. La ecuacién 3.1
surge de la integracién de 1a ecuacién de velocidad de una reaccién de primer orden. Graficando
los datos de decaimiento de los radicales: N-6xido obtuvimos una linea recta cuya pendiente nos
entregé la pseudoconstante de velocidad k. Los derivados de la-Fenazina di-N-6xido siguen en-
tonces un decaimiento de primer orden ilustrado por la ecuacién 3.2 en el cual se propone como

decaimiento la liberacion del radical -OH.
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Tabla 3.6: Tiempos de vida media [min] y constantes de decaimiento k; [s™1} y
kz [M~1s~1] de ‘RNOx
compuestos  ty2(min) ki k2

NS1 2.62 1.34 1071
NS2 4302 6201073
NS3 3.21 5.90 10~
NS4 14940 1.801073
NS5 2.11 0.838 102
NS6 1096 1.801072
NS7 19.63 1321072
NS8 4642 6001073
ML14 288.81 4.00107°
ML15 9763 7.101073
ML18 577.62 1201073
ML19 66.65 1.04102
MLA44 770.16  9.0010~*
ML45 11.55 1.001073
MLO1 ND ND
Infrad] = kit +In[rad)o (3.1)
k
ArNOH > ArN + OH (3.2)

La ecuacién 3.3 se obtiene de la integracién de una ecuacién de velocidad de segundo orden.
De la pendiente de la linea recta que surge del ajuste de los datos de los nitrofuranos a esta ecuacion

se obtiene la pseudoconstante de decaimiento de segundo orden Ks.
(3.3

24rNO5™ +2H" 53 ArNO, + ArNO + H,0 (34)

La ecuacién 3.4 da cuenta de la reaccién de disproporcion que sufren los nitrofuranos al descom-

ponerse. La tabla 3.6 muestra los valores de tiempos de vida media y constantes de decaimiento

de los radicales ‘RNOx. La figura 3.10 muestra los valores de las constantes de decaimiento de los
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Figura 3.9: Velocidades de decaimiento para nitrofuranos (NS3) y N-6xidos (ML19).
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Figura 3.10: Constantes de decaimiento para los radicales de nitrofuranos y N-6xidos.
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‘RNOx. Se puede apreciar que en general se trata de compuestos que generan radicales estables
cuyos tiempos de vida, como observamos en la figura 3.9, fluctiian entre los 60 min, e] mds reacti-
vo, y 500 min el més estable. Los nitrofuranos de cadena corta son notoriamente mds reactivos, con
tiempos de vida media no superiores a los 20 minutos (NS7). Estos resultados concuerdan con los
obtenidos acerca de la reactividad de los nitrofuranos frente a radicales libres, sobre todo en lo que
concierne al radical DPPH, con el que se aprecia una mayor actividad “apagadora™ por parte de
Jos compuestos de cadena larga, debido a que el radical RNO,-~ formado a partir de su interaccion
con el radical DPPH es mucho mds estable. Puesto que a producto estable, reactante reactivo, el

comportamiento de estos compuestos se muestra consistente.

Hemos visto en esta seccién que los nitrofuranos no muestran grandes diferencias en cuanto
su reactividad frente a radicales libres que se deban a la variabilidad de sus sustituyentes. S{ com-
probamos que el largo de cadena afecta mds, sobre todo en lo que a decaimiento se refiere, donde
claramente los derivados de cadena larga se muestran mds estables que los de cadena corta. En
cuanto a los N-6xidos, vimos que los sustituyentes sf influyen en su reactividad. Los derivados con
grupos atractores de electrones se mostraron menos activos que el resto. La figura 3.11 entrega una
explicacién a este comportamiento. En ella se muestra el porcentaje de sobrevivencia de células
cancerosas V-79 en presencia de nuestros derivados de N-6xidos, reportado por Cerecetto y col.
[54], y las reactividades de estos compuestos mostradas un poco més arriba, en funcién de los po-
tenciales de peak cat6dico, presentados en el estudio electroquimico. Podemos apreciar un rango
de potenciales 6ptimo entre -0.9 y -1.0 V en el que ocurre el minimo de sobrevivencia de células
cancerosas, y como este mfnimo concuerda con el méiximo de “actividad antioxidante™ . Este com-

portamieto se observa muy bien para la interaccién con el radical superéxido, en menor grado para
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el radical DPPH, y practicamente nada para el radical hidroxilo debido a la ya explicada inmensa
reactividad. Con estos resultados, se aclara el concepto de que a potenciales de reduccion menos
negativos se logra una mayor actividad, y aparece un rango de potenciales en que los compuestos

logran actividades dptimas.
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Figura 3.11: Reactividades de N-6xidos en funci6n del Epc.
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3.4. Estudio Microsomal

Las drogas que involucran la generacién de radicales libres en el mecanismo de acci6n disponi-
bles para el tratamiento de enfermedades parasitarias generalmente provocan graves efectos secun-
darios en el paciente que obligan a interrumpir el tratamiento, dejando a la enfermedad sin cura
efectiva. Bajo esta perspectiva es que surge la necesidad de encontrar drogas menos toxicas.

En Chile la enfermedad parasitaria méds comun, dentro de lo que a enfermedades parasitarias
se refiere, es la enfermedad de Chagas. A pesar de que se ha logrado erradicar el vector de esta
enfermedad en territorio chileno, existe todavia un nimero importante de personas infectadas. A
nivel mundial Ia cifra de infectados asciende a mds de 16 millones de personas.

Henderson y col. [11] llevaron a cabo un estudio donde correlacionaron la actividad tripanosomi-
cida de un grupo de nitrofuranos con su capacidad de actuar como sustratos de la enzima tripanotién
reductasa, en condiciones aerébicas. Estos mostraron una menor eficiencia como sustratos de esta
enzima que el mismo tripanotién (Fig. 1.1). Sin embargo, lograron correlacionar las velocidades
relativas de reduccién (por la enzima) de esos compuestos con las caracteristicas estructurales di-
sefiadas para generar el enlace entre estos compuestos y el sitio activo de la enzima. Como hemos
visto hasta ahora, dentro de su disefio, estos posibles farmacos fueron provistos de sustituyentes
dadores o aceptores de electrones para obtener una variabilidad de actividad bioldgica. En gene-
ral, 1a presencia de sustituyentes aceptores de electrones debiera mejorar la actividad citotoxica de
los distintos derivados debido a la capacidad de estabilizar los radicales generados. Puesto que los
microorganismos responsables de las enfermedades parasitarias generalmente son muy sensibles
a las ERQ, se realizaron ensayos biol6gicos para determinar si ocurre su generacion a partir de la

reduccién enzimdtica de los compuestos en estudio. En una primera aproximacién para identificar
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los mecanismos moleculares de accién tripanocida de estas series de compuestos se evalud su ac-
tividad como agentes causantes de estrés oxidativo sobre las células de T. cruzi, y seguidamente en
microsomas provenientes de higado de rata, por medio de la medicién por espectroscopia RPE de

las ERO generadas.

3.4.1. Microsomas de Trypanosoma cruzi

Se midié 1a capacidad de generar radicales libres en medios microsomales de epimastigotes de
Trypanosoma cruzi bajo las condiciones establecidas en Ia seccién 2.9.

La figura 3.12 muestra varios espectros que permiten comparar diferentes comportamientos de
los compuestos en presencia de microsomas de T. cruzi y de higado de rata. El espectro (E) muestra
el patrén de sefiales de cuatro lineas con constantes ag = ay = 14.69 G caracterisitico del aducto
DMPO-OH-, cuando el nitrofurano NS3 se encuentra en presencia de microsomas de T. cruzi, lo
que evidencia Ia formacién de ERO cuando el radical nitro es generado por reduccién bioldgica
en un ambiente aerébico. La tabla 3.7 presenta las intensidades de las sefiales DMPO-OH: de los
espectros RPE obtenidas a partir de los compuestos RNOx en presencia de T. cruzi.

Se detecto la presencia del aducto DMPO-OH: por parte de todos los derivados del nitrofurano
Jo que indica ]a generacién de ERO cuando estos compuestos son reducidos en medios biologicos
en presencia de oxigeno. El nitrofurano que mds cantidad de radical hidroxilo gener6 fue NS3,
compuesto de cadena corta con R = Fenilo. En el caso de Ios N-6xidos, los dnicos que compuestos
que lograron generar ERO fueron ML14 (R = CHz, X = NHz) y ML44 (R = H, X = NH), equiva-
lentes a los compuestos con sustituyentes dadores de electrones, lo que contrasta con lo esperado, y
con el resultado de Jos nitrofuranos, donde el més activo posee como sustituyente un grupo aceptor

de electirones.




CAPITULQO 3. RESULTADOS Y DISCUSIONES 70

Tabla 3.7: Intensidades de las sefiales RPE del radical aducto DMPO-OH:
compuestos I T.cruzi Imamifero

NS1 0510° 0.0
NS2 1.110° 0.0
NS3 3.010° 8.110°
NS4 2810° 0.0
NS5 1.7 10° 0.0
NS6 1.6 10° 0.0
NS7 1.310° 0.0
NS8 1.510% 0.0
ML14 1.710° 0.0
ML15 00 0.0
ML18 0.0 0.0
ML19 0.0 0.0
MLA44 2010° 0.0
MLA45 0.0 0.0
MLO1 0.0 0.0

3.4.2. Microsomas de mamifero

La tabla 3.7 muestra también las intensidades de sefial de los RNOx en presencia de micro-
somas mamiferos. El tinico nitrofurano que genero sefial fue NS3, con Io que comprobamos su
alta reactividad, y el comportamiento interesante del resto de los compuestos, que no actiaron de
igual manera frente a microsomas mamiferos o parasitarios. La capacidad de generar cantidades
no menospreciables de radicales en presencia de epimastigote de T. cruzi y de no generar nada
en presencia de microsomas mamiferos, hablarfa de las diferentes capacidades de reducirse en los
diferentes medios, sugiriendo selectividad por un medio sobre el otro. El mecanismo de reduccion
de estos compuestos, que son reducidos en medios tripanosomales e inactivos en medios mamife-
ros, podrian ser formar parte de un mecanismo de reduccion que involucra la inhibicién de las en-
zimas responsables de la protecci6n parasitaria sin afectar al sistema glutatién reductasa/glutation
peroxidasa responsable de la proteccién mamifera. La familia de N-6xidos gener6 en algunos de
sus derivados Io que pareciera ser el atrapamiento del radical hidroxilo, pero en cantidades no

cnantificables, presentando los espectros sefiales que se confunden con el ruido.
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Figura 3.12: Bspectros RPE de (A) microsomas de higado de rata 1.5 mg de
protefna/ml, DMPO 100 mM; (B) igual que (A)en presencia de NS3 1 mM y en
ausencia de microsomas; (C) igual que (A) en presencia de NS6 1 mM; (D) igual
que (A) en presencia de NS3 1 mM; (E) microsomas de T. cruzi 8 mg de protei-
na/ml, DMPO 100mM, NS3 1 mM

3.5. Estudio Fotoquimico:

Compuestos fotosensibles como las hipocrelinas han mostrado una accién fotodindmica efi-
ciente contra algunos virus, incluido el VIH, células tumorales malignas y tumores sélidos. Sin
embargo estos compuestos absorben radiacion a longitudes de onda que se encuentran fuera de los
que se conoce como ventana fototerapéutica (650-950 nm). La ventana fototerapéutica es la regién
de Iongitudes de ondas a las cuales el tejido vivo es pricticamente transparente y no corre riesgo de
sufrir dafios irreversibles.

La generacién de aniones radicales en ausencia de oxigeno y de ERO, como Oy~, ‘OH 6 10,,
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en presencia de él juega un rol importante en la eliminacién inducida de tumores malignos, y es
usada regularmente en las radioterapias contra el cincer. Esta secci6n fue realizada para comprobar
si los derivados de RNOx son capaces de generar radicales libres al ser irradiados con luz UV-Vis,
en presencia y ausencia de Oy, en presencia y ausencia de Spin Trap. En primer lugar se irradiaron
soluciones de los compestos en estudio en DMSO, en presencia del spin probe 3-carboxipropil.
Se registraron espectros de una solucién de spin probe bajo condiciones de iluminacién normales
y al ser jrradiada durante 2, 5 y 10 minutos para comprobar el efecto de la luz sobre la muestra
control. Bajo estas condiciones se observé un anmento de la intensidad de la sefial del spin probe
en presencia de N-6xido. En el caso de una interaccién de radicales generados por la irradiacién
de 1a muestra con el spin probe, el resultado esperado es una disminucion de Ia intensidad de la
sefial del spin probe. Para determinar Ia razén del aumento de esta sefial, se irradiaron muestras de
N-6xido en DMSO durante 2 minutos, obteniéndose espectros RPE como €l mostrado en 1a figura

3.13.

Figura 3.13: Espectro RPE al irradiar una solucién de (A) DMSO; (B) ML15 2
mM en DMSO. (C) simulacion de (B).
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Este espectro de tres lineas, con una constante de acoplamiento de a = 14.67 Ges el resuitado
de 1a generacién de un radical a partir del compuesto ML15. Lo que observamos en el espectro
es el acoplamiento de un electrén con un nitrégeno, que al ser muy parecido al acomplamiento
observado con el spin probe, provocaba una superposicién de lfneas, y por lo tanto un aumento
en la intensidad de la seiial. El mismo comportamiento se observé para los compuestos ML19 y
MLAS, ambos compuestos, al igual que ML15, con OH como sustituyente. Ninguno de los demds
N-6xidos generd sefial de RPE.

No se observé generacién de ninguna especie radicalaria debido a la irradiacién de nitrofurano,

bajo estas condiciones, ni en presencia de spin probe ni en su ausencia.

3.6. Estudio Teoérico

En esta secci6n presentamos los datos mds relevantes sobre las geometrfas obtenidas de las
optimizaciones realizadas a las dos familias en estudic en sus formas neutras y radicalarias usando
las metodologias AM1 y B3LYP, a modo de poder compararlas entre ellas y concluir sobre la més
apropiada. Posteriormente se realizaron los célculos de las propiedades fisicoquimicas que mejor
describen su reactividad. Los datos teéricos fueron comparados con los potenciales de reduccion y

las constantes de acoplamiento hiperfino experimentales.

3.6.1. Nitrofuranos de Tiosemicarbazona

Puesto que las estructuras de los nitrofuranos ofrecen varios dngulos diedros cuya rotacin
deriva en numerosas conformaciones, se realizé una biisqueda conformacional de las diez estruc-
turas mds estables definiendo 6 4ngulos diedros como dngulos de torsion variable. Para verificar

Ia validez de las geometrias elegidas dentro de las mds estables obtenidas durante Ia exploracién
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conformacional se designaron algunos elementos estructurales los cuales fueron comparados con
datos obtenidos de 1a bibliografia (Fig. 3.14). Por otro lado se comparan algunos dngulos diedros

representativos de las diferentes conformaciones mds estables de las moléculas.

Parametro  Tipo atomos
di distancia O1-N1
d2 distancia  O2-N1
> 4 & distancia  N2-N3
t1 diedro C4-C3-C2-C1
J t2 diedro  N3-N2-C4-C3

Figura 3.14: Distancias y dngulos diedros representativos en las conformaciones
resultantes del andlisis conformacional

La eleccién de las conformaciones fue realizada usando como propiedad fisicoquimica patrén
experimental a las constantes de acoplamiento hiperfino obtenidas de los espectros RPE de los
radicales formados electroquimicamente (tabla 3.3), ignorando en algunos casos conformaciones
mis estables que no reproducian las constantes de acoplamiento experimentales. El estudio con-
formacional mostré una clara tendencia de los nitrofuranos “cortos™ (NS1, NS3, NS5 Y NS7) a
adoptar una conformacién plegada donde la presencia de puentes de hidrégeno estabiliza la es-
tructura y permite un mayor equilibrio entre las formas radicalarias protonada (RNO;H") y sin
protonar (RNO, ™), pues vimos en el estudio electroquimico que el grupo nitro se encontraba pro-
tonado en parte de las moléculas debido a la acidez del hidrégeno carbazénico. Asimismo los
nitrofuranos “largos” tienden a adoptar una conformacién mds extendida que permite una mayor
deslocalizacién de la densidad de espin y por ende permite un aumento en la densidad electronica

de los nicleos de la cadena (Fig. 3.15).
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NS “cortos” NS “largos”

Figura 3.15: Conformaciones adoptadas por los derivados “cortos”y “largos”

La tabla 3.8 muestra las distancias di, d2 y d3, y los dngulos diedros t; y t2, descritos en la figu-
ra Fig. 3.14, calculados mediante las metodologias AM1 y B3LYP/6-31G*, de las conformaciones
que mejor se ajustaron a los datos experimentales obtenidos por RPE (tabla 3.3) y que mejor re-
produjeron los espectros experimentales (Fig. 3.6). Estos resultados fueron comparados con datos
cristalograficos de estructuras similares [81, 82]. El andlisis de estos resultados sefiala que el méto-
do semiempirico subestima las distancias d1, d2 y d3 arrojando un valor de 1.20 A respecto de los
datos cristalograficos, mientras que B3LYP los reproduce adecuadamente con un valor ~1 23 A
para d; y dz, y de ~1.34 A para ds. Esto nos indica que el método DFT describe mejor el sistema

conjugado de las moléculas lo que es una de las debilidades de AM1.

Tabla 3.8: Optimizacién de geometrias de las conformaciones neutras més estables de los
nitrofuranos de tiosemicarbazonas

/A /A d3/A n/° /"
molécula AMI1 B3LYP AM1 B3LYP AMI1 B3LYP AM1 B3LYP AM1 B3LYP
NS1 1.20 1.23 120 124 132 134 - - -19 -0.32
NS2 120 123 120 124 133 135 180.1 1798 182.7 -181.1
NS3 120 1.23 120 124 132 134 - - 0.0 1.9
NS4 120 123 120 1.24 132 134 180.0 -180.0 -180.1 -180.0
NS5 120 123 120 124 1.32 133 - - 0.0 0.0
NS6 120 123 120 124 133 135 25 0.0 1778 180.0
NS7 1.20 123 120 124 132 134 - - -180.0 -180.0
NS8 120 1.23 120 124 133 1.34 -180.0 -180.0 1768 179.1
nitrofurano 123 123 - = -

Se aprecia asimismo una mayor tendencia de B3LYP a favorecer la planaridad de la cadena

lateral de estas estructuras colaborando con la conjugacion del sistema. Observando los valores
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arrojados por ambas metodologfas nos percatamos de las distintas conformaciones que adoptan las
estructuras “cortas” y “largas” plegandose para favorecer la formacién de enlaces de hidrégeno
y extendiéndose favoreciendo 12 deslocalizacion de 1a densidad electrénica del sistema respectiva-
mente. El célculo realizado para el compuesto NS6 no se correlaciona con el resto, sin embargo
como mostramos en la figura 3.6 arroj6 constantes de acoplamiento que generaron un espectro
simulado practicamente idéntico al experimental, por lo que la conformacién fue conservada. A
continuacién presentamos los resultados de las optimizaciones de las geometrias de las moléculas
radicalarias de esta familia de nitrofuranos (Tabla 3.9), para las cuales se utilizaron las mismas

metodologfas (en su forma no restringida) que para las moléculas neutras. El andlisis de estos

Tabla 3.9: Optimizacién de geometrias de las conformaciones radicalarias més estables de

los nitrofuranos de tiosemicarbazonas
i A A &/A S~ nf

moléculs UAM1 UB3LYF UAM1 UB3LYP TUAMI1 UB3LY?P TIAM] UB3LYP UAM1 UB3LYP
NS1 120 128 120 127 132 137 - - =19 0.0
NS2 120 127 120 126 133 137 1801 1795 1827 11 %]
NS3 120 127 120 128 132 137 - - oo 32
NS 120 126 120 126 132 137 1300 180.0 -180.1 =-180.0
NS5 120 128 120 128 132 137 - - 00 0.0
NS§ 120 126 120 126 133 137 25 a7 | ms 1791
NS7 120 126 120 127 132 137 - - -180.0 1800
NS8 120 127 120 126 133 137 -180.0 02 1768 1792

nitroforano 123 123 - - -

resultados sefiala que el método semiempirico arroja de nuevo distancias de enlace menores que
UB3LYP con un valor de ~1.21 A para d y da, y ~1.34 A para d3, frente a ~1.27 A, para d; y
dy, y 1.37 A para d3 calculadas por UB3LYP. El aumento notorio en Ias distancias de enlace en
el grupo nitro por parte de UB3LYP se debe a que el electrén desapareado tiende a deslocalizar la
densidad electrénica al resto de la molécula aumentando asf el cardcter simple de los enlaces NO.
En cuanto a los dngulos diedros se observa una pérdida de la planaridad en los resultados arrojados
por el método UAMLI, no asi con UB3LYP confirmando los problemas que presentan en general
los métodos semiempiricos para describir correctamente las geometrias radicalarias. Con estos an-

tecedentes podemos concluir que las moléculas optimizadas por DFT son las més adecuadas para
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el calculo de las propiedades electronicas. Considerando las dos conformaciones mds probables en
las que se encuentra este tipo de moléculas, nos preguntamos si éstas coexisten en equilibrio, o
si definitivamente una se encuentra con mayor probabilidad que la otra. Para ello calculamos las
energias de las moléculas realizando un barrido del dngulo dihedro que mds afecta a su conforma-

cién, dejando el resto de las variables de la geometria constantes [83]. El dngulo dihedro (NNCN)

AE (kcal/mol)

4
200 50 100 50 0
@/ grados

Figura 3.16: Superficie de potencial en funcién del barrido del 4dngulo 6 para
NS4

escogido por la posibilidad que ofrece de cambiar la conformacién de las moléculas de plegada a
extendida (Fig. 3.15). Encontramos que para pasar de una conformacién a la otra, estas molécu-
las deben pasar una barrera de aproximadamente 10 kcal/mol (Fig. 3.16), lo que corresponde a la
ruptura del puente de hidrégeno estabilizador de la conformacién plegada. Por lo tanto, los com-
puestos “cortos” se encuentran con mayor probabilidad como conférmeros plegados, mientras que
los conpuestos ~largos™ se encuentran mads probablemente como conférmeros extendidos [83].

La figura 3.17 muestra las correlaciones entre Afinidad Electrénica experimental, calculada con
la diferencia entre las energias de la forma neutra 'y la forma radicalaria, la Electroafinidad tedri-
ca expresada en términos del negativo de la energia del orbital LUMO (-€rumo) v la electrofilia

() para verificar sus comportamientos en funcién de los potenciales de peak catédicos experi-
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mentales. Se encontrd que sus correlaciones que fueron de 0.67, 0.76 y de 0.73 respectivamente.
Segiin estas correlaciones, advertimos una dependencia entre las propiedades electronicas calcu-
ladas y los potenciales de reducci6n de los nitrofuranos. Se puede apreciar que la Electroafinidad
experimental presenta una tendencia esperada a aumentar mientras aumenta el potencial de reduc-
cién de las moléculas, o sea, mientras la molécula se reduce més facilmente al estar més dvida a
aceptar electrones. El mismo comportamiento, aunque mucho mas marcado, se aprecia respecto de
Ia Electroafinidad tedrica reproduciendo adecuadamente los datos experimentales. La electrofilia,
que representa la capacidad de la molécula de reaccionar con un compuesto dador de electrones
(o electréfilo) mantiene el mismo comportamiento acorde a las variaciones en los potenciales de
reduccion, anmentando al hacerse menos negativo el potencial de reduccién, denotando mayor de-
manda de electrones.

Se calcnlaron ademds las funciones de Fukui condensadas a partir de las cargas atémicas de
Mulliken de las formas con N y N+1 electrones. Al compararlas con las constantes de acoplamien-
to, aquellas de mayor valor que representan donde se encuentra el electrén desapareado, los datos
se muestran muy concordantes y respecto a las zonas reactivas de las moléculas. La figura 3.18
muestra la reactividad Iocal de molécula NS3 a través de las funciones de Fukui condensadas f}; ,
siendo los oxigenos del grupo nitro, el azufre y uno de los nitrégenos semicarbazénicos los centros
més reactivos frente al ataque de un electrén. El mapa dela densidad de espin mostrado en la figura
3.19, que muestra la localizaci6n de la densidad de espin (o localizacién del electron desapareado)
localiza en esas mismas regiones, dejando evidencia de la consistencia de los cdlculos tedricos.

Observamos gue la localizacién del orbital LUMO guarda la misma tendencia que la funcién de
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Figura 3.17: Cormelaciones obtenidas entre AE, -€zymo ¥ ® V8 Epc para las
moléculas derivadas del nitrofurano

Figura 3.18: Funciones de Fukui Condensadas fxt del nitrofurano NS3

Fukui calculada a partir de las moléculas con N y N+1 electrones, por lo que se deduce la posibi-

lidad de calcular esta tiltima a partir de 1a densidad electr6nica en el orbital LUMO, ahorrando asi
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Figura 3.19: Mapas de Orbital LUMO (A) y Densidad de Espin (B) sobre la
estructura del compuesto NS1

tiempo en el célculo.

3.6.2. Di-N-6xidos de Fenazina

En el caso de los di-N-6xidos no fue necesario realizar una exploracion conformacional previa
a las optimizaciones de geometrias y los cdlculos de propiedades electrénicas, puesto que existe
una sola conformacién posible. Para verificar la validez de las optimizaciones se designaron al-
gunos elementos estructurales los cuales fueron comparados con datos obtenidos de la bibliografia
(Fig. 3.20). Por otro lado se compararon algunos 4ngulos diedros representativos de las diferentes
conformaciones mds estables de las moléculas.

Los resultados mostrados en la tabla 3.10 obtenidos por las metodologias AMI1 y B3LYP/6-

31G* son comparados con datos cristalograficos de estructuras similares [84]. El andlisis de estos
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Parametro  Tipo atomos
di distancia N1-O1
dz distancia N2-02
d3 distancia N1-C1
d4 distancia N2-C2
t1 diedro  O1-N1-C1-C2
t2 diedro  O2-N2-C4-C3

Figura 3.20: Distancias y dngulos diedros representativos en las estructuras de
di-N-6xidos de fenazina

Tabla 3.10: Optimizacién de geometrias de las moléculas neutras de los di-N-6xidos de

fenazina
di/A dy/A dy/A dy/A n/° B/
molécula AMI1 B3LYP AMI1 B3LYP AM1 B3LYP AM1 B3LYP AM1 B3LYP AMI1 B3LYP
MLI14 1.2 128 123 128 1.40 138 141 138 -179.7 -180.0 -179.6 -179.8
MLI15 122 128 1.23 128 1.40 138 1.40 138 -180.0 -180.0 180.0 180.0
MLIS 122 128 122 1.28 1.40 138 141 139 180.0 180.0 180.0 180.0
ML19 1.22 1.28 1.23 128 1.40 138 140 1.38 -180.0 180.0 -180.0 -180.0
ML44 122 128 123 128 140 138 1.40 1.38 180.0 180.0 180.0 180.0
MLAS 1.22 128 123 128 1.40 138 1.40 1.38 -180.0 180.0 180.0 -180.0
MLD1 122 128 123 1.28 141 139 142 138 -179.8 -179.8 -179.6 -179.9
Quinoxalina di-N-6xido 129 - - 17713

resultados sefiala que ocurre algo similar a lo observado en las optimizaciones de los nitrofuranos.
El método semiempirico subestima los valores de las distancias arrojando un valor de ~1.22 A para
d; y d; respecto de los datos cristalogréficos, mientras que B3LYP las representa adecuadamente
con valores de ~1.28 A. Esto nos indica que para la optimizacién de este tipo de estructuras el
método semiempirico no describe las estructuras tan bien como la metodologia DFT. El célculo
DFT favorece ademas la planaridad de las moléculas colaborando con la conjugacion del sistema.
En este aspecto AM1 se desvia ligeramente en el caso de los compuestos MLO1 y ML14 con
diedros de ~179.6°, sin embargo, esta puede considerarse normal ya que los datos cristalograficos
muestran también una desviacién. A continuacién presentamos los resultados de las optimizaciones
de las geometrias de las formas radicalarias de esta familia de di-N-6xidos de fenazina (tabla 3.11),

para las cuales se utilizaron las mismas metodologias que para las moléculas neutras.
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Tabla 3.11: Optimizacién de geometrias de los radicales de los di-N-6xidos de fenazina

32

& fA dxfA &/A dafA 3>
molécula UAMI1 UB3LYP UVAMI UB3LYP TAM1 UBILYP UAMIL UB3LYP LIAM1 UB3LYP UAM1 UB3LYP
ML14 123 131 125 132 142 139 144 138 1789 1798 -1692 -179.6
MLIS 123 131 124 132 1.4 13% 139 138 -1783 1800 17946 -1800
MLIB 122 131 124 131 141 139 14 138 1799 1799 1800 17197
ML19 1.2 i3 122 132 141 140 141 138 -179.9 1800 -180.0 180.0
MLA4 123 131 125 132 1410 139 141 138 1756 199 1796 1797
MLAS 123 131 125 132 143 139 143 138 1783 1800 1701 180.0
MLO1 122 130 123 131 141 139 142 140 -1799 179% =179.6 179.8
T TG =5 - - 1773

El anlisis de estos resuitados sefiala que el método semiempirico arroja distancias de enlace

similares a las obtenidas de las moléculas neutras. B3LYP arroja valores desde ~1.31 A, parady y

da, y ~1.39 A para d3. En cuanto a los dngulos diedros se observa una pérdida de la planaridad en

los resultados arrojados por el método UAM1, confirmando los problemas que presentan en general

los métodos semiempiricos para describir correctamente las geometrias radicalarias.

Los coeficientes de correlacién obtenidos del resultado de los cilculos realizados a las molécu-

las de N-6xidos alcanzaron valores de 0.34 (EA vs Epc), 0.10 (-erymo vs Epc) y 0.24(w) vs Epc

(resultados no mostrados), coeficientes demasiado bajos, que no muestran correlacién alguna entre

los datos tedricos y los experimentales. Ello es debido a que los potenciales de peak catédico son

representativos de un proceso redox acoplado a una reaccién quimica, como es propuesto en la

seccién 3.1.2.

H 0.05 00.10 K 0.05

HaC N“-\m H 0.07
_z
Hoor N'o.01 NH;

H o005 Q010 H0.05

Figura 3.21: Funciones de Fukui Condensadas fx't del nitrofurano ML14

Se calcularon ademds las funciones de Fukui condensadas a partir de las cargas atémicas de
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9300,

Figura 3.22: Mapas de Orbital LUMO (A) y Densidad de Espin (B) sobre la

estructura del compuesto ML 14
Mulliken de las formas con N y N+1 electrones. Al compararlas con las constantes de acoplamien-
to, aquellas de mayor valor que representan donde se encuentra el electrén desapareado, los datos
se muestran muy concordantes y respecto a las zonas reactivas de las moléculas. Respecto a las fun-
ciones de Fukui condensadas fx calculadas, éstas mostraron que los 4tomos mads reactivos bajo el
ataque de un nucledfilo (o de un electrén) son los dtomos de oxigeno de los grupos N-6xido, lo-
calizando el electrén desapareado en el anillo central como mostré la espectroscopia RPE. Cuando
estdn presentes sustituyentes atractores de electrones como el grupo nitro de MLO1 o los cloruros
de ML18 y ML19 esta reactividad se reparte entre ellos y los oxigenos de los grupos N-6xido en
desmedro del resto de los dtomos de la molécula (Fig. 3.21). El mapa de la densidad de espin
mostrado en la figura 3.22, que muestra la localizacién de la densidad de espin (o localizacion del
electrén desapareado) la localiza en esas mismas regiones, dejando evidencia de la autoconsistencia

de los cdlculos tedricos.
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CONCLUSIONES

El estudio electroquimico evidencié la generacion de varios intermediarios radicalarios y neu-
tros en el mecanismo de reduccién de nitrofuranos y N-6xidos. La familia de nitrofuranos pre-
sent6 un mecanismo de reduccién que involucra un proceso de autoprotonacién. En el caso de
1os N-6xidos, el mecanismo de reduccién observado fue Electroquimico-Quimico-Electroquimico
(ECE).

Las caracteristicas de los sustituyentes proporcionaron diferencias en los potenciales de peak
catédicos de los derivados de la familia de di-N-Gxidos. Los compuestos con sustituyentes acep-
tores de electrones, que ayudan a la estabilizacion del electrén desapareado, presentaron poten-
ciales menos negativos. Ambas familias presentaron potenciales menores que los de las drogas de
uso clinico contra el Chagas y el cincer, significando una mayor capacidad de generar radicales

libres.

Fl estudio RPE junto con las simulacién de espectros y los catculos teéricos permitid, mediante

la determinacién de las constantes de acoplamicnto experimentales de ambas familias de com-

puestos, la caracterizacién de los radicales que participan en su mecanismo de reduccién.

84
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La exploracién de conformaciones a través de calculos tedricos indicé dos clases preferibles
energéticamente segiin la presencia de una cadena lateral larga o corta en la familia de los ni-
trofuranos. Los compuestos con cadena lateral larga encuentran una mejor estabilizacion en una
conformacién extendida, en la que el electron se deslocaliza a lo largo de la cadena. Los com-
puestos con cadena lateral corta encuentran una mejor estabilizacién en una conformacion plegada,
Ja que se estabiliza mediante la formacién de un puente de hidrégeno. Los nitrofuranos de cadena
larga presentaron una mayor estabilidad que los de cadena corta, debido a la posibilidad de que el
electrén se mueva a lo largo de toda la cadena lateral.

Los radicales de di-N-6xidos de fenazina mostraron, de acuerdo al estudio de tiempos de vida,
ser més estables que los nitrofuranos. Esta estabilidad es el resultado de la deslocalizacién del elec-

trén desapareado entre los 4tomos que rodean el anillo central.

En cuanto a la capacidad de estos compuestos de apagar radicales libres, los N-6xidos resultaron
ser mds estables en presencia de grupos atractores de electrones, lo que se aprecia perfectamente
en el andlisis de su reactividad frente al radical superéxido. La familia de nitrofuranos mostrd una
diferencia de reactividad en funci6n del largo de su cadena lateral, pero no con respecto de los
sustituyentes presentes.

La reactividad frente al radical DPPH no mostré diferencias respecto de los sustituyentes pre-
sentes en los N-6xidos. En cuanto a Jos nitrofuranos, nuevamente mostraron mayor reactividad las
conformaciones largas debido a su capacidad de estabilizar el radical resultante.

El radical hidroxilo result$ ser altamente reactivo independiente del compuesto al que se le hizo

P W

y y

reaccionar. : TN
DE-¢,
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El estudio microsomal detectd la generacién de radical hidroxilo cuando microsomas de T.
cruzi se encuentran en presencia de los derivados del nitrofurano. El sustituyente fenilo aumentd la
generacion de este radical. El radical hidroxilo podria ser causal dela produccién de estrés oxidativo
en el parésito. Unicamente los derivados con sustituentes dadores de electrones generaron radical
hidroxilo en presencia de T. cruzi.

En presencia de microsomas de higado de rata, el inico compuesto de las dos familias que ge-

neré radical hidroxilo fue el derivado NS3, lo que se podifa traducir en una mayor toxicidad.

Los derivados de N-Gxidos hidroxilados mostraron ser capaces de generar radicales libres al
ser irradiados con Iuz UV-Vis, lo que los convierte en potenciales fotosensibilizadores. Los demads
sustituyentes indujeron la generacion de especies radicalarias. No se percibié la generacion de ra-

dicales fotoquimicamente a partir de los derivados del nitrofurano.

Las propiedades electrénicas calculadas tedricamente mediante metodologias DFT correla-
cionadas con los potenciales de peak cat6dicos con coeficientes de correlacién aceptables. Sin
embargo, los derivados de N-6xidos presentaron coeficientes muy bajos, lo que es debido al acopla-

miento de una reaccién quimica en el proceso de transferencia electroquimica.

Las funciones de Fukui electrofilicas condensadas junto con los mapas de orbital LUMO y den-
sidad de espin concordaron con Jos valores de constantes de acoplamiento experimentales, mostran-
do ser estas iltimas buenos descriptores de reactividad de una molécula frente a especies dadoras

de electrones.
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En este proyecto hemos podido apreciar la importancia de los grupos o cadenas sustituyenies en
el disefio de moléculas con objetivos farmacolGgicos, ya sea por las caracteristicas electrdnicas o
por las posibilidades conformacionales que ofrecen. Ademis la complementacién de los resultados
experimentales con calculos teGricos offece consistencia y la posibilidad de una asignacion de

centros de reactividad locales.
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Abstract

Theoretical studies of molecular conformations and electronic properties calculations of eight 5-nitrofuryl thiosemicarbazore free radicals, by
means of ab initio (R/UHF), and DFT (R/UB3LYP) methods are presented and discussed in comparison with ESR and electrochemical
experimental data, DFT calculated hyperfine coupling constants were used for the simulation of experimental specira. We observed the molecules
adopt mainly two conformations, both showing a pattern of spin density delocalization unusual for free radicals formed from aromatic
nitrocompounds. Energy potential surfaces scaning through a determined dihiedral angle were drawn to evaluate whether these conformations
could coexist in equilibrium. Fukui and molecular orbital analysis were compared with ESR data as reactivity local indexes.

© 2006 Elsevier B.V. All rights reserved.

Keywords: Nitrofurane; Electronic properties; Fukut

1. Introduction

5-Nitrofuranes have found popular use in the treatment of
parasitic infections because of their antiprotozoal-antibacterial
activity [1]. In Latin America parasitic diseases represent a
major health problem. In particular Chagas’ disease (American
Trypanosomiasis), caused by the protozoan parasite Trypano-
soma cruzi, affects approximately 20 million people from
Southemn California to Argentina and Chile [2-3].

The current chemotherapy against this parasite is still
inadequate due to its undesired side effects [4]. Previous
investigations suggest that the mode of action of several
drugs against T. cruzi involves the generation of radical
species through a reductive pathway, which can cavse cellular
damage direcily by reacting with various biological macro-
molecules, or indirectly by generation of the highly reactive
oxygen species like the hydroxyl radical, which is generated
via iron mediated Haber—Weiss and Fenton reactions [5,6].
Other modes of action could involve the interaction of the

* Corresponding authors.
E-mail address: crigol@entelchile.net (C. Rigol).

0166-1280/$ - see front matter © 2006 Elsevier B.V. All rights reserved.
doi:10.1016/j.theochem.2006.05.048

drugs with certain proteins acting as cysteine-protease
inhibitors [7] or trypanothione reductase inhibitors [8,9].

For these reasons it is important to study the different
conformations that potential antiparasitic drugs can adopt,
and to determine how these conformations and their ability
to generate free radical species are related, in order to get an
idea on which conformations could promise higher biological
activities.

Studies of nitrofuran families have been performed where
the structural differences caused the variation of some elec-
trenic properties like the reduction potential or the hyperfine
coupling constants [10]. On the other hand we have previously
reported electrochemical and ESR studies on antiprotozoal
S-nitrofurfural and 5-nitrothiophene-2-carboxaldehyde deriva-
tives. These have been shown to generate nitro anion radicals,
which were characterized using ESR spectroscopy [11]. These
techniques are now widely accepted and well developed as
powerful tools in the identification of paramagnetic intermedi-
ates and other reaction products [12,13}. Likewise density
functional methods are known as capable of providing reason-
able predictions for ESR properties, the best results being
obtained with the hybrid method B3LYP [14].

A theoretical study of molecular conformations of eight
5-nitrofury] thiosemicarbazones, by means of a DFT (B3LYP)
methed is presented and discussed in comparison with ESR
data (Fig. 1). A study of this kind was presented elsewhere [15]
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Fig. 1. 5-Nitrofury! thiosemicarbazones.

with semiempirical geometry optimizations. In order to main-
tain a consistency in the calculations, as hyperfine conpling
constants were calculated using B3LYP, the same study is
presented here with optimizations at a B3LYP/6-31G* level.

The objective of the present work is to study theoretically
the electronic properties of a family of 5-nitrofuryl thiosemi-
carbazone radicals at a B3ILYP level. The resulting data is
compared with experimental electrochemical and ESR data
presented by Rigol et al. (2005).

2. Theory, models and methods

Considering the importance of the evaluation of the ability
of these drugs to accept electrons, we also explored a possible
relationship between the electron affinity (EA) and the electro-
philicity index, and the reduction potential obtained
experimentally as the cathodic peak potential (E.,). This
latest {t) is an important reactivity descriptor that measures
the energy stabilization upon electronic saturation of the
system when electrons flow from the surroundings with a
higher chemical potential than that of the system [16]. The
EA and the electrophilicity index were calculated using the
equation given by Koopman’s theorem [17]

#* _ @P+EA)Y _ (—emomo —fLumo)

== =
2n  4IP—EA) 4(—enomo t+ eLumo)

where p and 7 are the chemical potential and hardness,
respectively, IP and AE are the ionization potential and the
electron affinity of a molecular system, and eyomo and eLumo
are the energies of the highest occupied molecular orbital
(HOMO) and lowest unoccupied molecular orbital (LUMO),
respectively. From Koopmans theorem, the electron affinity
(EA) and the ionization potential (IP) are related to HOMO and
LUMO energies acording to IP= —egomo and EA= — & ymo-

These theoretical electronic properties (EA and w) are both
interpreted in this study as global indexes of the ability to
generate radical anion species, and correlated with the experi-
mental reduction potentials presented previously [13].

Condensed Fukui nucleophilic attack functions were calcu-
lated to determine the local reactivity of the molecule when it
encounters an electron. The Fukui functions were defined by
Parr and Yang according to Egs. (1} and {2) [18,19]

AE (Keal/mal)
QN RO >

200 -150 -100 -50 O
a/degrees

Fig. 2. Energy surface of compound NS4.
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where p is the electronic density. Condensing under Yang and
Mortier atoms in molecules resolution (AIM) we obtain (3) and
(4) [20]

=" - ©)
for the electrophilic attack, and

= —d" @
for the nucleophilic attack, where g, is the Mulliken atomic
charge over the atom k.

The density functional theory implemented in the GAUSSIAN
98 [21] computational package was used to optimize the
geometry of the eight nitrofuryl derivatives. All the optimi-
zations have been performed using Becke’s three parameter
exact exchange functional (B3) [22] combined with gradient
corrected correlation functional of Lee-Yang-Parr (LYP) [23]
of DFT method ()B3LYP/6-31G* and calculations of elec-
tronic properties at ((DB3LYP/6-31G* and HE/3-21G [24,25]
levels. HF/3-21G was used when B3LYP/8-31G* displayed
negative LUMO energies. Otherwise a consistency in the
methodology was maintained using B3LYP/6-31G* in all
calculations. The calculation of hyperfine coupling constants
and Mulliken atomic charges were performed in the same DFT
method as the geometry optimizations in order to maintain a
consistency in the results.

These results were compared with lumo orbital analysis and
ESR coupling constants as local reactivity descriptors.

Table 1

Correlations between the electronic affinity (as the difference of energies and as
the —&rumo) and the electrophilicity () versus the experimental reduction
potentials (E.,)

Compound E. (V) Eng—Egra —fLuMo w (V)
(V) V)
NS1 —-0.79 1.69 —0.09 1.01
NS2 —0.79 1.54 —053 0.85
NS3 —0.78 1.74 —-0.31 094
NS4 —0.77 1.85 —0.15 1.00
NS5 ~0.79 1.60 —0.17 1.01
NS6 —0.79 1.42 —0.62 0.83
NS7 —0.84 1.31 —073 0.84
NS§ —0.84 1.58 —0.73 0.28
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Fig. 3. Plots of the correlations between the electronic affinity (as the difference
of energies and as the —epypmp) and the electrophilicity (w) versus the
experimental reduction potentials (E.p).

3. Results and discussion

Two different conformations where obtained from the DFT
geometry optimizations in the nitrofuryl family whether the
molecules have got a short (n=0) or a long (n= 1) side chain
according to the similarities between the theoretical ESR
spectra obtained from the DFT hypetfine coupling constants
and the experimental specira, The n=0 molecules adopt a
folded conformation stabilised by the presence of a hydrogen

Fig. 4. LUMO orbital {A) and spin density (B) surfaces on compound NSI.

bond, while the n=1 molecules expand their side chain
searching for a stabilisation through planarity.

In order to find out whether these two conformations
coexisted in equilibrinm we performed an energy scan aleng
a dihedral angle in the molecule. The dihedral angle (NNCN)

0.07H H 0.07

0.13 0. H 0.06
\R +
~N 0,03
i
r
'3
012 O N 0.08

Fig, 5. Nucleophilic Fukui functions of the most reactive atoms on compound
NS3.
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Table 2
# Values of most relevant nuclei of eight S-nitrofury! thiosemicarbazone derivatives
o N——-N s H, P CH ——N
R
" | J
) 2/ c &£
n R (o)} 02 N S H1 H2 H
& NS1 0 Et 0.13 0.14 0.08 0.14 0.07 0.07 0.06
NS2 1 Et 0.11 0.10 0.06 0.11 0.06 0.06 0.05
NS3 0 Ph 0.13 0.12 0.08 .15 0.07 0.07 0.06
NS4 1 Ph .10 0.10 0.06 0.15 0.05 0.05 0.05
NS5 0 Met 0.13 0.14 0.08 0.14 0.07 0.07 0.06
NS6 1 Met 0.10 0.10 0.05 0.10 0.05 0.0z 0.07
NS7 0 H 0.12 0.13 0.07 0.13 0.07 0.07 0.07
NS8 1 H 0.11 0.10 0.06 0.12 0.06 0.06 0.06

was chosen for its possibility of changing the conformation of
the molecules from folded to extended (Fig. 2). We found in
that for these two conformations to coexist, they must overpass
an energy barrier of 10 keal/mol approximately, which corre-
sponds to the breakage of the hydrogen bond.

These results showed none significant differences with the
semiempirical optimizations presented by Rigol et al. [15]. Ttis
needless to say that the optimizations were extremely more
demanding regarding computational characteristics and time
when performed at DFT level, providirg not much more
accurate results, as mentioned.

However, regarding the rationalization of the electro-
chemical experimental data, semiempirical optimizations
delivered poor correlations with theoretical data (correlation
coefficients () between 0.30 and 0.40).

The same study was repeated using the DFT optimized
geometries. Table 1 shows the experimental cathodic reduction
potential, the Electron Affinity (EA), the negative of the
LUMO energy, and the electrophilicity index (w) of the eight
nitrofuryl derivatives studied,

Fig. 3 shows the correlations between the Electronic
Affinity (as the difference of energies and as the —erumo)
and the electrophilicity () versus the experimental reduction
potentials (E,,) which resulted 0.67, 0.76 y de 0.73, respect-
ively. We observe an improvement in these results compared to
those obtained semiempirically (0.39, 0.36 y 0.40, respectively,
data not shown).

Fig. 4 shows how the LUMO orbital and the spin density
are distributed along molecule NS1 (n=0, R=ethyl).
We observe a good agreement between both surfaces
finding a localization of the radical spin density in the
nuclei where the lowest energy orbital is spread, i.e. the
nitro group, the furanic protons and the semicarbazonic
nitrogen atom. The condensed Fukui functions calculated
from the Mulliken charges were compared with the spin
density localization in order to determine the reactive zones
of the molecules. As shown in Fig. 5 the reactivity is
displayed as the nucleophilic Fukui function £, being the
oxygen atoms of the nitro moiety, the sulfur and one of the
semicarbazonic nitrogen atoms the most reactive centers

when facing the attack of an electron. These values agree
with surface shown in Fig. 4, which shows a localization of
the spin density in those same regions. As we see in
Table 2, electrophilic Fukui functions in the most relevant
nuclei, ie. those with better reactivity, show a dependence
with the length of the molecule’s side chain (n=0, 1). As
we know this is strictly related to the two different
conformations, folded and extended, these compounds can
adopt. Folded conformations increase the local reactivity
(when comes to accepting an electron) of the nitro group, as
well as extended conformations favor the electrophilic local
reactivity of the semicarbazone nitrogen atom (N-N). The
substituent moicties are not relevant regarding local reactiv-
ities. We must keep in mind that the Fukui functions were
calculated from the closed shell structures, this means f,;*‘
represents the system’s ability to accept an electron, or better
said, it shows where it’s staying once accepted. With these results
we can say the Fukui function worked as a very good projector of
electron localisation. This also agreed with the experimental ESR
data of these molecules [15]. From these results we can state that
the methodology chosen for this sort of calculations displays
accurate and consistent results,

4. Conclusions

The two conformations analysed are able to coexist in
equilibrium, once a barder comresponding to a hydrogen
bond is passed., On the other hand, this theoretical study, in
which the geometry optimizations and the determinations of
the electronic properties were performed using DFT based
calculation methodologies, showed a good agreement
between experimental and theoretical properties. The good
correlation between theoretical electronic properties and
experimental reduction potentials showed, in addition to
the theoretical-experimental agreement, that the studied
reductions, those of the nitro moiety, are probably purely
electrochemical type reactions, with no chemical reactions
involved,
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Applications of Electron Spin Resonance and Spin Trapping in Tropical

Parasitic Diseases
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Abstract: Free radicals may be reaction intermediates in biological systems in more situations than are
presently recognized. However, progress in detecting such species by Electron Spin Resonance (ESR) has been
relatively slow. ESR is a very sensitive technique for free radical detection and characterization. It can be used
to investigate very low concentrations of radicals provided that they are stable enough for their presence to be
detected. For unstable radicals special techniques have to be employed. One of these methods is called Spin
Trapping.

Parasitic diseases in tropical and subtropical areas constifute a major heaith and economic problem. The range
of antiparasitic diugs varies widely in structural complexity and action at the subcellular and molecular levels.
However, a number of these drugs are thought to exert their action by genersting free radicals. Most of the fiee
radical producing drugs used against parasites are: quinones, naphtoquinones, quinene-imines,
aminoquinolines, N-oxides and nitroheterocyclic compounds.

This review summarizes some of the more relevant achievements of ESR and Spin Trapping applications in

parasitic diseases studies. The use of ESR spectroscopy to obtain relevant information about free radical
characterization and the analysis of the mechanisms of action of drugs involved in several parasitic diseases is

also presented.

Keywords: ESR; Spin Trapping; Free Radical; Parasitic diseases.

1. INTRODUCTION

Parasitic diseases in tropical and subtropical areas
constitute an economic problem. Considering the progress of
mankind at the end of the twentieth century, parasitic
diseases are synonymous with ignorance and low level of
education and income. For example Chagas® disease is
endemic in Latin America, affecting 16-18 million people,
with more than 100 million exposed to the risk of infection
(WHO 1997) [1].

The last three decades research into free radicals has led
to a better understanding of physiological and drug induced
production of free radicals in biological systems, including
the parasites’. The drugs uscd for treatment in parasitic
diseases are known to act through several mechanisms.
However the most studied drugs, and the ones with
apparently better antiparasitic results are those which involve
a free radical generation mechanism. The families studied as
free radical producing drugs include quinones, quinone-
imines, aminoguinolines and nitroheterocyclic compounds.

The progress in detecting such species by Electron Spin
Resonance (ESR) has been relatively slow. ESR
spectroscopy is a technique that allows the detection and
quantification of paramagnetic species i.e. compounds with
unpaired electrons. It can be used to investigate very low
concentrations of radicals provided that they are stable

*Address correspondance to this author at the Departamento de Quimica
Inorganica y Analitica, Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacéuticas,
Utdversidad de Chile; Tel: +56-26782834; Fax: +56-2-7370567; E-mail:
colea@uchite.cl

1389-5575/06 $50.00+.00

enough for their presence to be detected [2]. In biological
systems the direct detection of free radicals is often not
possible because of their high reactivity and transient nature,
At this time, Spin Trapping is used as a technique to make
this feasible [3,4].

This review summarizes some of the most relevant
achievements of interest about ESR and Spin Trapping
applications in the study of tropical parasitic diseases. We
also present the use of ESR spectroscopy to obtain relevant
information about the mechanism of action of drugs in some
parasitic diseases.

2. ESR AND SPIN TRAPPING GENERAL
PRINCIPLES

2.1 Electron Spin Resonance (ESR)

Paramagnetism arises as a consequence of the presence of
unpaired electrons within an atom or a molecule. It can be
said that Electron Spin Resonance (ESR), often called
Electron Paramagnetic Resonance (EPR), is the most direct
and sensitive technique to investigate paramagnetic
materials.

ESR is similar to Nuclear Magnetic Resonance (NMR),
the fundamental difference being that ESR is concerned with
the magnetically induced splitting of electronic spin states,
while NMR describes the splitting of nuclear spin states, In
both ESR and NMR, the sample material is immersed in a
strong static magnetic field and exposed to an orthogonal
low-amplitude high-frequency ficld. ESR usually requires
microwave-frequency radiation (GHz), while NMR is

© 2006 Bentham Science Publishers Ltd.
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observed at lower radio frequencies (MHz). In ESR
spectroscopy, encrgy is absorbed by the sample when the
frequency of the radiation is coincident with the energy
difference between two electronic states in the sample, but
only if the transition satisfies the appropriate selection rules.
Splitting can occur only when the electron is in 2 state with
non-zero total angular momentum, i.e. electrons in atoms
with closed atomic shells cannot show this behavior [2].

For a free electron the spin angnlar momentum can have
two possible orientations and these give rise to two spin
states of opposite polarity. In the absence of an external
magnetic field the two spin states are degenerate. However,
if an external magnetic field is applied the degeneracy is
lifted, resulting in two states of different energy. This
splitting is called the Zeeman effect. A peak in the
absorption will occur when the magnetic field "tunes" the
two spin states so that their energy difference matches the
energy of the radiation.

Knowledge of the g values and the detailed hyperfine
interactions (2 values) allow to identify radical species, and
these parameters contain information about the electron
distribution within the molecule. Radicals are often present
as intermediates during a reaction; consequently their
identification will give information concerning the reaction
mechanism and measurement of how their concentration
changes with time will give kinetic data,

2.2 Spin Trappicg

ESR spin trapping techmiques have successfully been
applied to determine and identify firee radical intermediates
in biology. Spin trapping allows one to determine if short-
lived free radicals are involved as reaction intermediates by
scavenging the reactive radical to produce more stable
radicals, detectable by ESR.

The technique of spin trapping was developed in the late
1960s to facilitate the detection of reactive free radicals by
ESR spectroscopy [5-8]. This methed involves the addition
of the spin trap, typically an organic nitrone or nitroso
compound (Fig. 1), to the radical generating system in a
concentration sufficient to ensure rapid reaction with any
radicals present to give stable, detectable, nitroxide radical
adducts. Nitroso spin traps, of which 2-methyl-2-
nitrosopropane (MNP} and 3,5-dibromo-4-nitrosobenzene
sulfonic acid (DBNBS) (Fig. 2) are the most commonly
employed, have the advantage that the reactive radical
attaches directly to the nitroso mitrogen atom, and is
therefore in close proximity to the unpatred electron which is
located primarily on the nitroxide function. This usually
results in the detection of additional distinctive hyperfine
couplings from magnetic nuclei present in the added radical.
The size and nature of these couplings make adduct
identification easier and more definitive. A number of
compilations of data for such adducts are available; see also
the spin trap database at the NIEHS website!. The relatively
small amount of kinetic data available on the rates of
trapping of radicals is also consistent with the rate of
addition of radicals to nitroso traps being more rapid than

! (p:#/EPR niehs.nih.gov)

Olea-Azar et al.

with nitrones [4,9]. These traps do, however, have the
disadvantage that they form long-living readily detectable
adducts with a more limited range of radicals (usually
limited to carbon-centered species) than nitrone traps. The
nitroso compounds give an adduct in which the radical
added is bonded directly to the nitroxide nitrogen, so that
the hyperfine splittings in the ESR signal are more
diagnostic of the original radical. However the adducts are
less stable than nitrones’ and may decay within minutes.
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Fig. (2). Nitroso and nitrone spin traps molecular structure, a)
PBN; b) DMPO; c) POBN; d) DEMPO; £) MNP; f) DBNBS.

In contrast, nitrone spin traps, including 3,5-dimethyi-1-
pymroline N-oxide (DMPO), 5-diethoxyphosphoryl-5-metliyl-
l-pyrroline N-oxide (DEPMPO), N-tert-butyl-o
phenylnitrone (PBN), and o-{4-pyridyl-1-oxide)-N-tert-
butylnitrone (POBN) (Fig. 2), often form long lived adducts
with a wider range of radical species (e.g., catbon-, oxygen-,
sulfur-, and nitrogen-centered species). However, with
nitrone spin traps the reactive radical adds to the carbon
atom adjacent to the incipient nitroxide group, and is
therefore more distant from the molecular orbital containing
the unpaired electron. As a result it is often not possible to
resolve any hyperfine couplings from the added radical itself.
This makes the definitive assignment of the observed
spectral lines to a particular species much more complicated.
However, the magnitude of the hyperfine couplings arising
from the spin trap-derived nitroxide nitrogen and especiatly
the f-hydrogen, arc dependent, particularly with the cyclic
nifrones, on the nature and structure of the added radical as a
result of the influence of this species on the conformation of
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the nitrone. The size of these couplings can therefore provide
valuable information on the nature of the radical trapped
{10]. The use of spin traps to detect radicals in biological
systems has been reviewed extensively [4,7].

3. BIOLOGICAL APPLICATIONS OF ESR AND
SPIN TRAPPING TECHNIQUE

As introduccd previously a number of antiparasitic agents
have been shown to exert their actions through a free radical
metabolism: nitro and N-oxide compounds used against
trypanosomatids, anaerobic protozoa and helminths; the
antimalarials primaquine, chioroguinine, and quinghaosu;
and quinones active in vitro and in vivo against different
parasites [11].

Nifurtimox (Nfx) and benznidazole ((5a,5b), (Fig. 3) are
currenily used to treat Chagas® disease. In general, the
biological effects of nitrobeterocyclic compounds, especially
in . cruzi, are believe to involve redox cycling of the
compounds and oxygen radical production, two processes in
which the nitroanion radicals play an essential role [12-15].
A characteristic ESR signal corresponding to the nitro
radical appears when Nfx is added to intact Trypanosoma
cruzi cells, the causative agent of Chagas' disecase (American
trypanomiasis) [16]. This and other experiments [17] suggest
that intraceliular reduction of Nix followed by redox cycling
yielding Oy~ and Hy05, may be the major mode of action
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against T. cruzi. However, the use of these dmgs has
disadvantageous side effects like fever, muscle weakness,
abdominal or stomach pain, vomiting, etc [18], frequently
forcing the treatment to be stopped. The mechanisms of
these side-effects were not fully understood, particularfy in
the case of Nfx. Most studies available on the toxicology of
Nfx correlate the occurrence of Nfx-induced deleterious
effects with the nitroreductive biotransformation of this
nitroketerocyclic compound. However, the hypothesis was
advanced that peroxynitrite formation from Nfx resulting
from the interaction of nitric oxide and superoxide generated
during biotransformation of the Nfx might play a role in Nfx
toxicity [19].

Derivatives (1) and (2) for instance (Fig. 3) showed
interesting in vitro trypanocidal activity but failed to be
good trypanocidal agents in vivo because of their inherent
toxicity {mostly (2)) [13]. The undesirable toxicity of (1)
and (2) on the host is probably due to the nitro moiety
which acts as 2 nonselective redox-damaging function.

Olea-Azar et al. also reported a series of nitrocompounds
that generated nitro anion radicals, which was proved by
ESR spectroscopy [20,21]. Recently, Olea-Azar ef al. [22]
studied new analogues of Nfx ({3), (4) (Fig. 3). The free
radical ESR spectra of these compounds is shown in (Fig.
4). Compound (4) showed better or at least similar
biological activity against T. cruzf than Nfx, and it produced
oxygen redox cycling in T. cruzi epimastigotes. The ESR

ofN____ CH: NVHCONHR
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signal intensities were consistent with the trapping of both
hydroxyl radical ((*) (Fig. 5) and the nitrofurane ((#) (Fig. 5)
derivative radical by DMPO. These results were in
agreement with the observation of increasing the oxygen
uptake caused by the presence of the compound (4) ina T.
cruzi incubation solution, meaning that the anti-Chagas
activity of this compound was achieved by an oxidative
stress mechanism.

Tsuhako et al. [23] studied the bioreductive activation of
nitroimidazole derivative megazol (compound (6a), (Fig. 3)
promoted by ferrodoxin: NADP+ oxidorednctase, rat liver
microsome and cellular fractions of. 7. cruzi. Direct ESR
detection and characterization by computer simulation of
megazol anion radical were possible in the presence of
NADPH and ferrodoxin: NADP+ oxidoreductase under
anaerobic conditions. However, the megazol anion radical
was not detected in the presence of either rat liver
microsomes or cellular fractions of 7. crusi. These results

—————crie

Qlea-Azar et al.

indicate a restricted bioreductive metabolism of megazol and
suggested that the trypanocidal activity is unrelated fo a
redox cycling process.

Viode et al. reported that megazol is a highly active
compound used against several strains of T. cruzi. With the
aim of determining the probable mode of action against the
parasite, the interaction of megazol with different redox
enzymes was studied and compared with that of Nfx and
metronidazole {compound (6b), (Fig. 3). The three
nitroaromatic compounds are reduced by L-lactate
cytochrome c-reductase, adrenodoxin reductase, and
NADPH:cytochrome P-450 reductase, the efficiencies of the
enzymatic reductions being roughly related to the reduction
potentials of these pseudo-substrates. As the enzyme
responsible for the reduction of megazol within the parasite
has not yet been identified, the nitroimidazole was assayed
with T. cruzi lipoamide dehydrogenase and trypanothione
reductase. Megazol did not inhibit the physiological

Fig. (4). (A) ESR experimental spectrum of the radical-anion of (3) (Fig. (4)} in DMSO and computer simulation of the same spectrum.
(B) ESR experimental spectrum of the radical-anion of (4) in DMSO and computer simulation of the same spectrum.
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Fig. (5). ESR spectra of DMPO-OH: and DMPO-compound (4) (Fig. (4)) radical adducts obtained with T. cruzi extracts. The ESR spectra
were observed 10 min after incubation at 37°C with T, eruzi microsomal fraction (4 mg protein/fmL), NADPH (1mM)}, EDTA (1mM), in
phophate buffer (20mM), pH 7,4 and (A) acetonitrile (10 v/v) and DMPO (100mM), (B) Nitro 2 {(ImM in acetonitrile 10 v/v) and (C)
Nitro 2 (LmM in acetonitrile 10 ¥/v) and DMPO (100mM) (DMPO-OH adduct (*): ayg=apy = 14.78 G, DMPO-Nitro 2 addnct {#): ay=
15.21 G, apy= 23.48 G. Spectrometer conditions: microwave frequency 9.68 GHz microwave power 20 mW, modulation amplitude

0.4G, scan rate 0.83 G/fs , time constant 0.25 s number scans: 10.

reactions but proved to be a weak substrate of both
flavoenzymes. The single electron reduction of this
compound, as well as of Nfx and metronidazole, by
NADPH:cytochrome P-450 reductase, by rat liver as well as
by trypanosome microsomes was confirmed by ESR
experiments. The interest relies in the fact that megazol
interferes with the oxygen metabolism of the parasite as Nfx
and metronidazole, but its exfra activity when compared to
Nix may be related to other features not yet identified [24].
These results are in agreement with Tsuhako’s in terms of
the fact that it seems likely that becauwse of its high
biological activity against T. cruzi, megazol acts on mote
than one single target. This acquires particular interest taking
into account the severe side effects of nitrocompounds and
their carcinogenicity.

Aguirre et al., [25] studied the in vitro activity and the
mechanism of action against T. eruzi of S-nitrofuryl
containing thiosemicarbazones ((7), (8) (Fig. 3). Free radical
production was detected when the compounds were
incubated in presence of mammalian liver microsomes. All
the S-nitrofuryl thiosemicatbazone derivatives were capable
to produce free radicals in biological medium. So, the
microsomal incubations of all the compounds pave an ESR
spectrum after a brief induction period of 1-2min. The
authors analyzed theoretically the biological behaviour of the
studied compounds. All derivatives showed similar values
of atomic charge on NO, nitrogen, This fact confirmed the
results obtained in the ESR experiments, The compounds
possess similar electrochemical behaviour, so they could act
biclogically in an initial redox pathway.




6 Mini-Reviews in Medicinal Chemistry, 2006, Vol. 6, No. I

HEn
/ h}; ,zf-j &; l”l, f gifu"f‘-, r!“"f'a
!', ,;
A ﬁ H‘E [ 2 A
— la’ i 1”\ l \II
J ij\; Wy v

Olea-Azar et al,

Fig. (6). A Up: ESR spectrum of (9a) (Fig. (4)) N-oxide derivate generated by microsomal system. Bottom: Computer sirmlation of the

same spectrum

B Up: ESR spectrum of (9¢) (Fig. 4) N-oxide derivate generated by microsomal system. Bottom: Computer simulation of the same

spectrim.

Like the nitre pharmacophore of antitrypanosomal drugs,
the N-oxide moiety has proved to be responsible for the
biological activity of different families of drugs (with
antitumor or antibacterial activities) through the production
of free radical species [26,27].

Cerecetto ef al. reported studies on the 1,2,5-oxadiazole
N-oxide family (compound (9), (Fig. 3) in order to
determine their antitrypanosomal activities, tested in vitro
against the epimastigote form of T. cruzi [28]. Moreover,
they bave shown ESR spectra that prove the facile
eiectronation of the N-oxide moiety. Besides, these new
structures were based on the conjunction of N-oxide systems
and the semicarbazide moicties similar to Trypanothione,
substrate of Trypanothione reductase involved in the defense
mechanism of trypanosomatids, against oxidative stress.
Olea-Azar et al. characterized the free radical species of M-
oxide families gencrated by microsomal reduction, using
ESR spectroscopy (Fig. 6) [29]. The hyperfine splitting
pattern of these biochemically generated free radicals was the
same as that obtained by electrochemical reduction. Also,
the ESR spectra proved that the reduction mechanism of
these compounds involves the protonation of the N-oxide
group, as suggested by the cyclic voltammetric results.

As we can see, oxidative stress might play a key role in
many fatal endpoints caused by other diseases and —at the
same time-— it represents a most promising rationale for e.g.
antimalarial chemotherapy. The detoxification of teactive
oxygen species {(ROS) is a challenge for erythrocytes infected
with Plasmodia. In this regard it is interesting to note that a
number of drugs currently in clinical nse exert their
activities, at least in part, by increasing oxidative stress in
the parasitized erythrocyte [30]. That is the case of
primaquine ((19a) (Fig. 3), an 8-aminoquinoline, which is
the only tissue schizontocide currently available for free
tadical treatment of malarial infections. lIts utility is
compromised by its toxic effects on erythrocytes, and indeed

primaquine was one of the first agents recognized to produce
oxidative stress [31,32]. Despite its importance, years ago it
was not clear whether the pharmacological effects of
primaquine were due to the parent compound or to its
metabolites. In 1988, Ohara er al. [33] detected, by ESR
spectroscopy, during enzymatic oxidation of primaquine, a
drug-derived radical. The results showed the generation of a
radical species during to the oxidation of -primaquine
catalyzed by horseradish peroxidase-H202 or
methemoglobin-11202. A complex product distribution is
expected during aromatic amine oxidations, as the initial
products are more easily oxidized than the parent compound,
undergoing rearrangements and addition reactions. However,
comparison of the obtained ESR parameters with those
reported in the literature indicated that a benzidine-like
reairangement is the most plausible to happen. The further
generation of a benzidine-like radical in the presence of
nucleophilic groups can lead to further condensation
reactions accounting for the polymeric nature of the reaction
products. A similar spectrum was detected during tic
oxidation of 6-hydroxyprimaquine ((10b) (Fig. 3) at pH 9.0.
Simulations of ESR spectra indicated that the free radicals
contain two primaquine moieties and the anthors stated that
this in vitro oxidation of primaquine to a free radical
intermediate stable in the presence of oxygen might be
considered as a new mechanistic route for analyzing the
phanmacological effects of primaquine.

Various mechanisms of action have been found for the
different drugs used in antimalarial chemotherapy, For
example, chloroquine ((10¢) (Fig. 3) acts by preventing toxic
haem (ferri/ferroprotoporphyrin IX, FP) detoxification and
its activity can be enhanced by depletion of GSH. in this
work the authors observed that the redox cyecling of the
metabolites of primaquine [34] (Fig. 8) exerts a substantial
oxidative stress, also artemisinin ((11a), (Fig. 3) commonly
known as quinghaosu is thought to react with haem moieties
forming cytotoxic radicals [35].
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Destauriers et al. {36] showed another mechanism of
action conceming primaquine and studied it using ESR,
Erythrocytes from normal mice and mice infected with the
malarial parasite Plasmodium berghei reduce the water-
soluble spin probes, stable paramagnetic compounds,
usually nitroxides, 2,2,6,6-tetramethylpiperidine-N-oxyl
{TEMPO (13a), (Fig. 7), 2,2,6,6-tetramethylpiperidine-4-
bydroxy-N-oxyl (TEMPOL (13b), (Fig. 7), and 2,2,6,6-
tetramethylpiperidine-4-keto-N-oxyl (TEMPONE (13c),
(Fig. 7) at similar rates under both air and N, atmospheres.
The ESR signal of the lipid-soluble spin probe 5-
doxylstearate ((13d), (Fig. 7) is stable on incorporation into
erythrocytes from normal mice. In contrast, parasitized red
cells reduce this nitroxide probe, at a rate which increases
with the level of parasitemia. Inhibitors of electron transport
such as KCN and NaN3, increase the rate of reduction, It is
proposed that nitroxide reduction ocours via the electron
transport chain in the parasite. The antimalarial drug
primaquine causes reduction of both water-soluble and lipid-
soluble spin probes. This action of primaquine is
indcpcndent of its ability to rcleasc H;0., from
oxyhemoglobin. The increased production of NADPH
results in increased rates of reduction of the nitroxide
radicals. Chloroquine, however has no such effect.

J\/\,NHJ
NH

@;”)

-~

H,CO = HO
Q

M
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SHPQ

NH ’L/\/NHS
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Parasitized mice treated with chloroquine six hours prior to
ESR measurements show less nitroxide reducing capacity
than do untreated mice. The metabolic influences of the two
antimalarial drugs are, thus, quite different.

Malaria parasites have been shown to be more susceptible
to oxidative stress than their host erythrocytes. A
chloroquine resistant malaria parasite, Plasmodium
falciparum (FCR-3) was found to be susceptible in vitro to
a pyridoxal based iron chelator-( 1-[N-ethoxycarbonyimethyl-
pyridoxylidenivm]-2-[2'-pyridyi]hydrazine bromide {code
named L2-9, (14) (Fig. 7). 2 h exposure to 20 microM 1L2-9
was sufficient to irreversibly inhibit parasite growth,
Desferrioxamine blocked the dmg effect, indicating the
requirement for iron. Oxygen however, was not essential,
Spectrophotometric analysis showed that under anoxic
conditions, L2-9-Fe(ll) chelate undergoes an intramolecular
redox reaction which presumably involves a one electron
transfer and is expected to result in the formation of free
radicals, Spin trapping coupled to ESR studies of L2-9-iron
chelate showed that L2-9-Fe(I1) produced free radicals both
in the presence and absence of cells, while E2-9-Fe(1lI)
produced free radicals only in the presence of actively
metabolising cells [30].

Another group of molecules, quinones, are naturatly
occurring pigments in a variety of plants and fungi, and
some are clinically important antitumor drugs [37]. They are
substrates for flavoenzymes and can undergo cither one- or
two- electron reduction, 2 property of importance in
determining the cytotoxic and antitumor effects of quinones
[38-40.

The bioactivation of exogenous compounds with quinone
structures, like many chemotherapentic agents, has been
demonstrated to proceed via one-electron reduction to
semiquinone radicals, which, in a redox-cycle with the
quinones under aerobic conditions, may reduce molecular
oxygen to superoxide anions. Redox-cycling of quinones
and their semiquinones is thonght to be responsible for the
concomitant oxygen toxicity often observed. Van de Straat
et al. investigated the possible role of cytochrome P-450 in
the one-electron reduction of quinoid compounds as well as

N
B e
= HO &
OH 5.46DPQ

\

HiCO

MAQ

Fig. (8). Molecular structure of Primaguine metabolites with oxidative activity. PMQ = Primaquine; 5-HPQ = S-hydroxyprimaquine;
5-H-DPQ = 5-hydroxydemethylprimaquine; 5-H-6-DPQ = 5,6-dihydroxydemethylprimaquine; MAQ = aminoquineline.
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in the formation of reduced oxygen species and used ESR
combined with spin trapping to detect the free radicals
formed [41]. Although menadione (2-methyi-1,4-
naphthoquinone; vitamin K3 (12a) (Fig. 3) is used
therapeutically, it is also cytotoxic and causes a marked
decrease of intracellular thiols sach as GSH and protein
sulfhydryl groups and the formation of Oz in large
amounts. Takahashi et al. [42] reported the identification of
the transient semiquinone-type radicals by ESR spectroscopy
during the non-enzymatic reaction of both menadione ((12a)
{Fig. 3) and l,4-naphthoquinone with the biological
reducing agents GSH and NADPH. The menadione-induced
loss of cellular thiols occurs by their reaction with these
active oxygen species and by the direct arylation of protein
sulthydryl groups and GSH. Reaction with GSH forms a
menadione-GSH conjugate (2-methyl-3-S-glutathionyl-1,4-
naphthoquinone; thiodione ((12b) (Fig. 3} at the 3-position
[43). The authors observed ESR spectra obtained by reaction
of both naphthoquinones and their GSH conjugates in boric
acid-borax buffer, pH 8.5, under a nitrogen atmosphere,
generated by the reaction of Menadione semiquinone with
different concentrations of GSH and of thiodione with
NADPH. The spectra proved to be identical. This experiment
led the authors to discuss that the incubation of mcenadione
or i,4-naphthoquinone with the reducing agent, NADPH,
led to the formation of the corresponding semiquinone-free
radical in buffer at pH 7.4,8.5, or 9.0 under a nitrogen
atmosphere. In the presence of GSH as a reducing agent,
menadione and 1,4-naphthoquinone underwent conjugation
with GSH at either or both of the 2- and 3-positions,
depending npon the ratio of the quinone to GSH and net
one-eleciron reduction to form the corresponding
semiquinones. At lower GSH concentrations only reduction
to the respective semiquinones was detected, as was reported
for 1,4- naphthoquinone [44].

Artemisinin ((11a) (Fig. 3) and its derivatives represent a
very important new class of antimalarials; they are becoming
more and more commonly used throughont the world.
Artemisinin structure is unlike those of any other known
antimalarial and is thus likely to have a different mechanism
of action. The first clue to its mechanism came from
synthetic chemists who demonstrated that the endoperoxide
bridge was necessary for antimalarial activity [45,46]. Since
peroxides are a known source of reactive oxygen species such
as hydroxyl radicals and superoxide {471, this observation
suggested that free radicals might be involved in the
mechanism of action. The role of free radicals in the
biological mechanism of action of artemisinin derivatives
was demonstrated in the late 1580s {48].

The mechanism of action of these compounds appears to
involve the heme-mediated decomposition of the
endoperoxide bridge to produce carbon-centred free radicals.
Reaction of the antimalarial and anti-schistosomal dreg
artemether (11b), an artesimnin derivative, (Fig. 3) and
catalytic amount of ferrous ion in the presence of excess
cysteine gave two adducts of cysteine and previously
postulated carbon-centred free radicals that were trapped with
2-methyl-2-nitrosopropane (MNP} and provided the very
first direct evidence for the involvement of radicals in the in
vitro cleavage of artemisinin-type compounds [49]. This
piece of further evidence for the presence of carbon-centered
radicals, especially the secondary carbon-centered free radical

Olea-Azar et al.

detected for the first time by the isolation of its coupling
adduct, is helpfut to understand the mechanism of action of
artemether and other ginghaosn derivatives against parasites
[50].

Two important pathogens of developing countries,
Mycobacterium leprae, the etiologic agent of leprosy, and
Leishmania donovani, the protozoal parasite that causes
kalaazar, persist in the human host primarily in mononuclear
phagocytes. The mechanisms by which they survive in these
otherwise highly cytocidal cells are presently unknown.
Since the best understooed cytocidal mechanism of these cells
is the oxygen-dependent system that provides lethal oxidants
including the superoxide anion (O;*), hydrogen peroxide
(H;03), hydroxy! radical (OH-), and singlet oxygen (1 O5),
Chan ef al. [51] sought specific microbial products of these
organisms that might enable them to elude oxidative
cytecidal mechanisms. Phenolic glycolipid I of M. leprae
and lipophosphoglycan of L. denovani are unique cell-wall-
associated glycolipids produced in large amounts by the
organisms, In this study, phenolic glycolipid | derivatives
and lipophosphoglycan were examined for their ability to
scavenge potentially cytocidal oxygen metabolites in vitro.
ESR and spin-irapping indicated that phenolic glycolipid I
derivatives and lipophosphoglycan are highly effective in
scavenging hydroxyl radicals and superoxide anions. The
results suggested that complex glycolipids and carbohydrates
of intracellular pathogens that can scavenge oxygen radicals
may contribute to their pathogenicity and virulence [51].

The cytotoxins produced by phagoeytic cells lacking
peroxidases such as macrophages remain elusive, To
elucidate macrophage microbicidal mechanisms in vive,
Linares et al. compared the lesion tissue responses of
resistant {C37BL/6) and susceptible (BALB/c) mice to
Leishmania amazonensis infection. This comparison
demonstrated that parasite control relied on lesion
macrophage activation with inducible nitric oxide synthase
expression (INOS), nitric oxide synthesis, and extensive
nitration of parasites inside macrophbage phagolysosomes at
an early infection stage. Nitration and iNOS expression were
monitored by confocal microscopy; nitric oxide synthesis
was monitored by ESR. The main macrophage nitrating
agent was shown to be peroxynitrite-derived because parasite
nitration occurred in the virtual absence of
polymorphonuclear cells {(monitored as peroxidase activity)
and was accompanied by protein hydroxylation (menitored
as 3-hydroxytyrosine levels). In vitre studies confirmed that
peroxynitrite is cytotoxic to parasites whereas nitric oxide is
cytostatic. The resulis indicated that peroxynitrite is likely
to be produced close to the parasites and most of it reacts
with carbon dioxide to produce carbonate radical anion and
nitrogen dioxide whose concerted action leads to parasite
nitration, In parallel, some peroxynitrite decomposition to
the hydroxyl radical should occur due to the detection of
hydroxylated proteins in the healing tissnes, Consequently,
peroxynitrite and derived radicals are likely to be important
macrophage-derived cytotoxing [52].

While some groups studying parasitic diseases focus
their work on free radical generation as the mechanisms of
action, some have concentrated on the synthesis of new
pharmaceutical agents by the coordination of antiprotozoal
organic drugs [53]. Others have tested antitumor metal-
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containing complexes such as cisplatin against kinetoplastid
parasites [54]. These studics showed that the fested
compounds display biological activity against protozoa,
results that, along with the fact that many antiprotozoal
drugs bind to DNA leads to expect that in general every
DNA interacting compound could be active against parasites
and that one of the mechanisms possible is through fiee
radical generation [55].

Similar is the case of paramagnetic complexes
[Cu(dppz)(NO3)INO; (15), [Cu(dppz)2(NO3)]NO; (16),
[Cu{dpq)(NO3)JNO; (17), and [Cu(dpq)2(NO3)}INO;3 (18)
(dppz: dipyrido[3,2-a:2",3'-c]phenazine; dpq: dipyrido[3,2-
2:2’,3"-h]quinoxaline) whose molecular structure was
characterized by ESR, among other spectroscopies [56].
DNA interaction studies showed that intercalation is an
important way of interacting with DNA. for these complexes.
The biological activity of these copper complexes was
evaluated on Leishmania braziliensis promastigotes, and the
results showed leishmanicidal activity. Preliminary
ultrastructural studies with the most active complex (16) at 1
h revealed parasite swelling and binucleated cells. This
finding suggests that the leishmanicidal activity of the
copper complexes could be associated with their interaction
with the parasitic DNA, results in agreement with the ESR
results indicating that the spectra for complexes (15) and
(17) showed a high symmetry in the plane of the copper,
which is indicative of a bigh electron density in the copper
plane. These results lead to propose a square planar structure
for those complexes. The spectrum of complex (16) showed
an asymmetry in the plane of the copper and the hyperfine
splitting resolution is almost totally lost. The spectrum of
compound (18) showed a slight distortion of the planar
symmetry, with loss of resolution in the lines corresponding
to the hyperfine splitting.
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Abstract

Cyclic voltammetry and electron spin resonance (ESR) techniques were used in the investigation of several potential antiprotozoal thiosemi-
carbazones nitrofirane derivatives.

A self-protonation process involving the protonation of the nitro group doe 1o the presence of an, acidic proton in the thiosemicarbazone
moiety was observed in the first step of a CEE,,, reduction mechanism of these derivatives.

ESR spectra of the free radicals obtained by electrolytic reduction were characterized and analyzed. AMI methodology was used to obtain
the optimized geometries and UB3LYP caleulations were performed to obtain the theorstical kyperfine coupling constants. The theoretical
study exhibited an unusual assignment of the spin densities showing a free radical centered in the thiosemicarbnzone moiety rather than the

nitro which are in agreement with the experimental hyperfine pattern.

© 2004 Elsevier B.V. Al rights reserved.

Keywords: Cyclic volammetry; ESR; 5-Nitrofurane derivatives; Anion fres radical; T, ard

1. Intreduction

5-Nitrofuranes have found popular use in the freat-
ment of parasitic infections becanse of their antiprotozoal—
antibacterial activity [1]. In Latin America, parasitic diseases
represent a major health problent. In particular, Chagas” dis-
ease (American Trypanosomiasis), caused by the protozoan
parasite THypanosoma cruzi, affects approximately 20 mil-
lion people from Southern California to Argentina and Chile
(2.3}

* Corresponding author. Tel.: +56 2 6782834; fax: +56 2 7370567,
E-mail address: colea@uchile.cl {C. Olea-Azm).

1386-1425/% —see frant matter © 2004 Elsevier B.V. All nghts reserved.
doi:10.1016/j.52a.2004.1 1.003

The current chemotherapy against this parasite is still in-
adequate dueto the undesired side effects caused by the drugs
in use [4}.

Expertinents carried out on the main drugs nsed in Chagas
treatinent suggest that intracellular reduction followed by re-
dox cycling vielding reactive oxygen species (ROS) may be
their major mode of action against T cruzi. These can cause
cellular damage directly by reacting with various biological
macromolecules, or indirectly by generation of the highly re-
active hydroxyl radical via iron-mediated Haber—Weiss and
Fenton reactions [5,6,8].

The redox metabolism in trypanosomatids is unique
in being based on the bis-glutathionylspermidine conju-
gate, trypanothione, and the flavoenzyme trypanothione
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reductase (TR). The trypanothione system, which replaces
the glutathione/giutathione reductase (GR) system, quite om-
nipresent in mammals, protects the parasites from oxidant
damage, among other phenomena. The known sensitivity of
trypanosomatids fowards ROS rendess the enzymes of the
trypanothione metabolism promising targets for the develop-
ment of parasite-specific drugs {7}

We have previously reported studies on antiprotozoal 5-
nitrofirfral and 5-nitrothiopherne-2-carboxaldehyde deriva-
tives. These compounds showed to generate nitro anion rad-
icals, which were characterized using ESR spectroscopy
[8-101.

The study of several drugs designed in order to imitate the
trypanothione spermidine gronp reported the generation of
nitro anion and hydroxyl radicals by microsomal reduction
in presence of T cruzi epimastigotes [10].

Electron spin resonance (ESR) and electrochemical raeth-
ods, such as cyclic voltammetry, are now widely accepted and
well developed as powerful tools in the identification of para-
magnetic intermediates and other reaction products 8,1 1,12].
On the other hand, density functional methods are capable of
providing reasonable predictions for ESR properties, the best
results being obtained with the hybrid schemes such as the
standard B3LYP [13].

In the present work, a family of eight 5-nitvofnryl-
containing thiosemicarbazone derivatives were studied [14].
These compounds were developed as hybrid compounds that
could act against T, cruzi by a dual mechanism of action,
oxidative stress and inhibition of cezam thronghout their
nitro and thiosemicarbazone moieties, respectively. Cruzain
is the major cysteine protease of T cruzi; cruzain inhi-
bition is cumently one of the most advanced and widely
studied strategies in the design of new drugs for the treat-
ment of American trypanosomiasis [15]. Recently, it hes de-
scribed that some thiosemicarbazone derivatives exhibit po-
tent activity against cruzain as well as trypanocidal activity
against parasites in cell culture [16]. The rednoction path-
way of this family of compounds was studied vsing cyclic
voltammetry and the radical species were characterized using
ESR. In order to estimate the theoretical hyperfine spliting
constants, an open shell B3LYP methodology was carried
out.

2. Experimental section and theoretical methods
2.1. Samples

The S5-nitrofuryl-containing thiosemicarbazone deriva-
tives (Fig. T} were synthesized according to methods de-
scribed earlier [$4].

2.2. Cyclic voltammetry

DMSO (spectroscopy grade} was obiained from Aldrich.
Tetratmthylammonivm perchlorate (TBAP), used as support-
g electrolyte, was obtained from Fluka. Cyclic voltamme-
try was carried out using a Metrokm 693 VA instrument
with a 694 VA Stand convertor and a 693 VA Processor,
in DMSO (ca. 1.0 x 1073 mol L~1), under a nitrogen atmo-
sphere at room temperature, with TBAP {ca. 0.1 molL™"),
using a three-electrode cell. A mercury-dropping electrode
was used as the working electrode, a platinum wire as the
auxiliary electrede, and saturated calomel as the reference
electrode,

2.3 ESR spectroscopy

ESR spectra were recorded in the X band (9.7 GHz) using
a Bruker ECS 106 spectrometer with a sectangular cavity and
50kHz field modulation. The nitro radicals were generated
by electrolytic rednction in site under the same conditions
of temperature, atmosphere and concentrations stated at the
voltammetric experiment. Sinmulations of the spectra were
made using the Simfonia Version 1.25 software. The hyper-
fine splitting constants were estimated to be accurate within
005G

2.4, Theoretical calculations

Full geometry optimizations, in vacue, of the nitrofuranes
inspin-paired forms were carried out using AM1 semi empir-
ical methedology. The theoretical hyperfine constants were
calculated using the open shell UB3LYP methodology with
the 6-31G” basis set.

H H Hy' Hy' e s
S
8 ® 4 : /K«/’*
OoNf 0 o OaN/ \“3
Hy i!iq Hya' Hy |!|4'

NST R=Et
NS3 R=Ph
-NS5 R=Me
NS7 R=H

NS2 R=2
NS4 R=Ph
NSB R=Me
NS8 R=H

Fig. 1. Chemical structure of the nitrofiran of thiosemicarbazone derivatives.
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3. Resulis and discussion
3.1. Cyclic voltammetry

Fig. 2 shows the voltammogram displayed by the nitro-
firrane family when a DMSO solution of 1 mM of nitrofu-
rane NS3 derivative and 100 mM of TBAP is swept from 0
to —2.6 V. We notice clearly a one-electron reversible trans-
fer (peak IIc/Ila Fig. 2) comresponding to the generation of
the radical anion RNO»* ™~ around —0.80'V. We studied the
stability of the radical intermediates by changing the elec-
trochemical conditions i.e. the scan rate, while keeping the
chemical conditions of the solution unaltered. We observe
that the ipa/ipe ratio calculated with the Nicholson and Shain
equation [17] mereases slightly as the scan rate increases
(from 100 to 2000 mV/s), as is typical for a reversible charge
transfer (results not shown) [18]. All of the nitrofuranes ex-
hibited lower E152 {(E1y2 = (Ea + Ec)f2) values than Nifurtimox
(—0.88 V {8}) showing a higher capacity tobe reduced, hence,
a better ability to generate the radical species.

Table 1 lists the values of voltammetric peaks and the an-
odic and cathodic currenis for 211 compounds plns nifurtimox
taken from reference [8]. All compounds display comparable
voltammetric behavionr, in DMSO.

The subscquent more negative three-electron irreversible
cathodic peak (IVc, Fig. 2) belonging to the production of
the hydroxylamine derivative [ 18] is frreversible in the whole
range of sweep rates used (1002000 mV/s) foratl cight com-
pounds. Sharp peaks can be noticed in some voltammogtaems
at low sweep rates as a result of an adsorption phenomenon
in the electrode surface due to the presence in the molecnles
of the thiocarbonyl group (results not shown).

e ————
3.0 25 20 -5 10 -05 0.0
EiV]

Fig. 2. Cyclic voltammograms of 1mM NS3 sweep tates of wave Tl ffom
100 to 2000 in 100% DMSO with .1 M TBAP.

Table 1
Cyclic wltommetric parameters comesponding to the nitro moeiety reduction
of couple HI and IV vs. saturated calomel electrode in DMSO

Witrohisrans Epu[c Epﬂh AE Epn (VP i'PaI iPc Eprc
V) v} V) V)

NSi 079 ~07F 008 ~0.75 103 —1.42
NSz —0.79 -077 008 075 107 —1.28
NS3 —0.78 —070 008 074 0.88 ~1.26
NS4 —0.77 -070 007 074 0.94 -1.12
NS5 -0.79 071 0608 075 1.03 —1.40
Ns6 -0.79 870 009 075 1.08 —-L2G
N57 —0.81 —075 009 —030 0.95 —1.42
NS8 —0384 —-072 012 -078 .03 ~131
Nifictimox ~ —091" —0.85 006 —085 1.01 -

® By =(Fanc + Epua)f2.

b Pata from reference [8].

¢ Data not shown in reference [81.

The voltammogram of all nitrofuranes show one anodic
peak aroumd —0.6V (1), that could be attributed to the
reoxidation process of the hydroxylamine RNHOH gen-
erated in TVc into RNO. A snccessive second sweep ex-
hibits a shoulder peak near Ilc which could be attributed to
the cathodic counterpart from the reversible reaction RN-
HOH = RNO-+2e~ +2H' (figure not shown). In addition, 2
prepeak (flc) appears even before the reduction of the nitro
group, meaning that the nitro group follows another reac-
tion path beside the known electron-transfer mechanism of
nitroaromatic compounds in aprotic media. This prepeak cor-
responds to the four-eleciron reduction of a small portion of
the molecales reaching the electrode sucface, while the re-
maining poriion supplies the protons required for this reduc-
tion. The presence of the nitro group increases the acidity of
the N—H muoiety from the thiosemicarbazone group (N3—Ha,
Fig. I) which becomes capable of protonating the nitro group
of a minor part of molecules in the solution, resnlting into a
lower intensity of these signals. This is a typical behaviorof a
self-protonation phenomenon displayed by nitrocompounds
with acidic moieties in their structure [19-22]. Peak Ha as
the comterpast of Ilc belongs actuslly to the two-electron
oxidation of the hydroxylamine into the mtroso compound
as happeas in Ia. In summary, we observe, thus in waves III
and IV, the rednction of the antonic molecuoles that supplied
the protons for reaction Ic to take place.

Peak 'V cobserved in the voltammograms is presumed to
belong to the reduction of the imine moiety (CH=N) of the
thiosemicarbazone group [23]. Peaks notiabeled in Fig. Zcor-
respond to the reduction of the support electrolyte (TBAP).

Finally, the reduction mechanism for these nitrofurane
derivatives comprising waves III-V, and prepeaks I and H
observed in the cyclic voltammograms {Fig_ 2), is proposed
inFig. 3.

3.2, Electron spin resonance and theoretical
calenlations

The mitrofirane free radicals characterized by ESR were
prepared in site by electrochemical reductions in DMSO,
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Fig. 3. Reduction mechanism suggested foc the nitrofirane derivatives.

applying a potential corresponding to peak Hic obtamed from
the voltammetric experiments. All the investigated stroctores
formed stable paramagnetic intermediates at that first reduc-
tion step.

The interpretation of the ESR by means of a simnlation
process confirmed the stabilities of these radical species due
to the delocalization of the unpaired electron. The simulation
of the spectra was made using hyperfine coupling constants
{hfccs) obtained from the DFT calculations, modifying the
linewidiir, modulation amplitude and FLorentzian/Gaussian
component unti] the obtained specira reached the greatest
similarity with the experimental ones. Table 2 reports the
hfccs obtained from the DFT calculations.

NS1 free radical (Fig. 1) displays a simulated spectrom
of two triplets assigned to the nitre group (Ni, Fig. 1) and
the imine (N;) nitrogen atoms and four donblets assigned to
puclet H) from the furan ring, Hz belonging to the imine
group, and two of the hydrogen atoms of the CHy moi-

ety of the ethyl group which are assipned by theoretical
calcolation.

The simuplated speciram of NS3 radical resulis from a pat-
tem of three iriplets from nitrogens Ny, N3 and N3 directly
bound to N3, and two doublets from Hy and Hj.

NS5 free radical specttum was simulated in terms of two
iriplets assigned to nuclei Ny and Nz and three dounblets as-
signed, one tonuclei Hy, and the othersio two ofthe hydrogen
atoms of the methyl group.

NS7 free radical spectrum was simplated in terms of three
traplets from nitrogens Ny, N> and N3 and four doublets be-
longing tohydrogens H;, H; and both hydrogens of the amine
moiety.

In the analysis of NS2 free radical spectrum, we observe a
signal pattern of three triplets assigned to the nitrogen of the
nitro group (N} ), the imine (N) and the thiosemicarbazone
(N3), and four donblets assigned to nuclei H and Hj from the
furan ting and Haa” and Hab' belonging to the CH=CH group.

Table 2

Hyperfine spliftings (Gauss) assigned by UB3LYP/6-31G" methodology and experimental g values pitm anion radicals

Nitrofuran aNj alN» aN; aly ali; aR g values
NSl 249 8.76 - 343 1.33 2x6.36 (CHz) zor7e
NS3 207 547 1.09 266 1.5¢ - 20164
NS5 2.16 743 - 302 - 2 x218(CH;} 20162
NS7 L.19 698 157 117 259 2 x 1.06{NHz) 20158
Nitrofuran aN" aNy' aM;’ aH;’ af’ aHza’ aH;b" aly” aR’ g values
NSz 0.9¢ 6.54 120 0.68 132 308 652 - - 2.0167
NS4 0.78 442 120 - 125 27 394 0.73 - 20177
NS& 154 6.24 157 1.08 Lo 482 434 0.94 128 (CHy) 20136
NS8 099 649 1.14 0.68 130 3.04 6355 = - 20158

The magnetic nuclef are named according to Fig. 1.
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Fig. 4. (A) ESR experimental spectrum of NS6 nitro radical producad by
an electrochermical generation in DMSO with I mM of nitrofurane and
100 mM TBAP. Spectrometer conditions: microwave frequency, 9.71 GHz;
microwave power, 20 mW; modulation amplitude, 0.2 G; scanrate, 1.25 Gfs;
tirne constant, §.55; number of scans 15, (B) Compnter simulation of the
same spectrumn using DFI-calculated hfees. Spectrum was simulated using
the following parameters: line width, 0.9 G; ratio Lotentzian/Gaussian, 1.0;
hyperfine constants included in Table 2. G, Gauss.

NS4 free radical spectrum was simulated in terms three
triplets from nitrogens N}, N5, and Nj and four doublets from
Hf-!, Hja', H3b" and H;,.

The simulated spectrum of NS6 radical form (Fig. 4) re-
sulted from a signal patiern of three triplets assigned to nuclei

1» N5 and N3, and six doublets assigned to nuclet Hj, I,
Ha', Hsb', Hj}, and one hydrogen atom of the methyl group.

Finally, NS8 free radical spectrum was simulated in terms
of three triplets from nitrogens N7, N3 and N} and four dou-
blets belonging to hydrogens HY, H}, Hza', and Hsb'.

Conceming the analysis of the data obtained from the
theoretical calcnlations and its use in the simulation of the
ESR spectra, we found that the optimization of the geome-
tries showed a direct dependence of the structure’s confor-
mation on the hfces. Nitrocompounds typically localize their
unpaired electron in the nitro group [6], however, this fam-
ily of nitrofuirranes showed a different behavior centering the
spin electron density around nucleiNa, N3, and Hs, Hza', Hsb/
(Fig. 1). The radical species of NS1, NS3, NS5, NS7 (Fig. 1)
display delocalized spin densities between nuclei Nj (nitro
group), H;, Ny and H3 (Tabie 2). On the other hand, radi-
cals of NS2, NS4, NS6, NS8 delocalize the unpaired eleciron
through the conjugate planar system providing nuclei Nf,
Hsa' and H3b' with high spin densities.

4. Concluding remarks

All nitrofuranes studied showed lower Eyp» potentials than
Chagas’ treatment drug Nifurtimox which provides them of
promissory antittypanosomal activity. The reduction of the
nitro group of the thiosemicarbazone nitrofuranes exhibits
a self-protonation reaction between the acidic proton of the
thiosemicarbazone group (Hx, Hj, Fig. 1) and the nitro moi-
ety revealing a CEE, reduction mechanism. This kind of
self-protonating reactions destabilizes thenitro radical anion-
giving place to a multi-electron reduction of the pitro moiety

to produce the corresponding anion hydroxylamine interme-
diate [19].

The donorfacceptor capacity of the substituents does not
seem to affect sipnificantly the reduction potentials of the
derivatives; only the non-substitited derivatives display dif-
ferences in their potentials. However, the conformations
adopted by the radical species, influenced by their interaction
with the solveant, affects in the delocalization of the unpaired
electron.

The theoretical calenlations showed that the spin density
is in general bigher in the thiosemicarbazone nifrogen, op-
posing to the wesalts of other nitro radical species [7], which
means that the unpaired electron accepted by the nitro moi-
ety, as stated by the voltammetric study, rapidly delocalizes
to the other nuclei of the molecule.

UB3LYP/6-31G" proved to be a good methodology in the
calculation of ESR_hypesfine coupling constants for this kind
of molecules, making the simulation process much stmpler.
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